Detekcija gena virulencije otoka patogenosti cag i
gena dupA izolata Helicobacter pylori nakon
visestruke neuspjele eradikacijske terapije

Varda Brkié, Dijana

Doctoral thesis / Disertacija
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:768796

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-11

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:768796
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6092
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6092

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Dijana Varda Brkic¢

Detekcija gena virulencije
otoka patogenosti cagi gena dupA
izolata Helicobacter pylori
nakon visestruke neuspjele
eradikacijske terapije

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Dijana Varda Brkic¢

Detekcija gena virulencije
otoka patogenosti cagi gena dupA
izolata Helicobacter pylori
nakon visestruke neuspjele
eradikacijske terapije

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



Disertacija je izradena u Klinickom zavodu za KliniCku i molekularnu
mikrobiologiju KBC Zagreb i u suradnji s Odjelom gastroenterologije i

hepatologije i Klinickim zavodom za patologiju i citologiju KB Merkur.

Voditelj rada: prof. dr. sc. Vanda Ple¢ko

Zahvaljujem svim djelatnicima i kolegama Klinickog zavoda za kliniCku i
molekularnu mikrobiologiju koji su mi na bilo koji naCin pomogli u izradi

disertacije.

Zahvaljujem prof. dr. sc. Branki Bedeni¢ na strpljivoj i stru¢noj pomoci u

klju€nim trenucima.
Posebnu zahvalnost dugujem prof. dr. sc. Miroslavi Kati€i¢ na nesebicnoj

pomoci, pozitivhoj energiji, utroSenom vremenu i pravim smjernicama u izradi

ove disertacije.

I na kraju, hvala mojoj obitelji, suprugu i sinovima, te roditeljima, na

bezgrani¢nom strpljenju i podrsci tijekom viSegodiSnjeg rada na disertaciji.

Rad posvecujem njima.



R O o 1V 1T o T T =Y =4 1= RS UURRR 1
1.2. Epidemiologija Helicobacter pylori infeKCije ........ccouviiieciiiiiciiiie e, 2
1. 2.1. Prevalencija Helicobacter pylori infEKCIE ........cccueeeeeiieiiiiiiiececee e, 2
1.2.2. Riziéni ¢imbenici za stjecanje Helicobacter pylori infekcije .......cccccevvvvveiricrieeennne. 4
1.2.3. Prijenos Helicobacter pylori iNfeKCije........ccuvviieiiiiiiiiiii e, 5
1.3. Povezanost Helicobacter pylori s gastroduodenalnim bolestima.........ccccccoecvvveeennenn. 6
1.3.1. AKUEN@ DOIEST ...t s 6
0 I R Y (0 g LI - 1) 1 PSR 6
1.3.2. Kronicna infekCija.....icuuie e 6
IO 0 R oY oY [ o LI == 1 1 1 R 6
1.3.2.2. Pepticka ulkusna bolest ........cccuuiiiieiiiie i 7
1.3.2.3. Neulkusna diSPepPSija ..uecccueeeeiciiieeeiiieeesitieeeecite e e st e e s sarre e e s saare e e enasaeeesnsaees 8
1.3.2.4. Helicobacter pylori u usnoj SUPLINI c....eceecuieeieciiie e 8
1.3.2.5. Gastroezofagealna refluksna bolest (GERB) .........cccoveeeeciiieecciieeeecieee e, 8
1.3.2.6. KarcinOm ZEIUCA ...ccovuiiiriieeiie ettt ettt et ettt e ettt esbe e e saeeesaneas 9
1.3.2.7. MALT MFOM ettt 9

1.4. Povezanost Helicobacter pylori s ekstragastrointestinalnim bolestima. ..................... 11
1.5. Mikrobioloske znacajke Helicobacter PYIOri ..............uuuueeeeeeeiicciiiieeeeeeeeccteeee e 12
0 B |V, o T (o] [o = - TR USRS 12
1.5.2. CIMDBDENICT VIFUIENCIIE ...ttt 12
1.5.2.1. CIMbBeNici KOIONIZACHE .......vveveeeeeceet ettt 13
1.5.2.2. CiMbDENiCi PErZIStENCIIE ....vuvvvieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 14
1.5.2.3. Cimbenici indukcije bolesti (geni Virulencije)........ccovveveeeeeeereeereeeeeeeeans 15

1.5.3. Povezanost CAgPAl i UPA BENA ...cceeeeeeeciieieee ettt e earraee e 20



1.6. Eradikacija infekcije Helicobacter PYIOLi .......c..uuiveuveeiicciiieeiciie et 21

1.6.1. Uzroci neuspjeha eradikacije infekcije H. pylOri ........c..ooeoveveeiieciieiieiiieeeecieeeea, 22
1.6.1.1. Otpornost (rezistencija) H. pylori na antibiotike............cccoeeeeeciieeeeccieneenee, 23
1.6.1.2. Lucenje Zelu€ane KiSeliNe.......ccuuiiiriiiiiiiiiiie ettt 23
1.6.1.3. PridrZzavanje uputa o uzimanju lijekova-suradljivost ..........ccccecvveeeeniieneennnne, 24
1.6.1.4. Cimbenici VIrUleNCije H. PYIOFi.......cccoueeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 24

2. HIPOTEZE...... ettt ettt ettt e e e e s ettt e e e e e s e mer et e eeeeeesaanmrraeeeeeeesannnns 29
B CHLIEVT ettt ettt st et e b e e b e e b e s h e sa et ettt b e b she e et e e reere e 30
T I © 1 o Yo 1 o 1§ USRS 30
3.2, SPECHICNT CllJEVI: ceiiiiiie ittt e e e s rre e e e s nrae e e e nees 30
4. MATERHUALI TIMETODE ... e e e e e e 31
4.1. Ispitanici i Mjesto iStraZiVanja .....cceeeeeciiee et 31
L U o o of TP PPT PP 32
R T Y o oo [ I 1 o= P AV o - SRR 33

4.3.1. Klinicke i patohistoloSke Metode .......cccecieiiiiciiii e 33

4.3.2. MikrobioloSke Metode.......ccuiriiriiiiieiieieeee e 35
4.3.2.1. Konvencionalne mikrobioloske metode ..........ccceeveeiieniiniiniiieeceeeees 35
4.3.2.2. Molekularne mikrobioloSke metode ........cccceeriieiiiieiieiiieeeeee e, 38

O =Y 0 011 PR 45
4.5. Medicinski Uredaji i Pribor ... e 48
4.6. StatistiCka AaNaliZa.......ooeeee i s 49
DR E ZU L T AT e s 50
5.1. Opée znacajke bolesnika ......cccciiiiiiiiiiice e 50
5.1.1. Bolesnici prema dobi i SPOIU ....ccocviiiiiiiiie et 50
5.1.2. Bolesnici prema subjektivnim tegobama........cccccceeiiiiiiiiiiii e, 51

5.1.3. Bolesnici prema endoskopski utvrdenim dijagnozama ..........cccccvvvvveeeeeecnnnnneen, 52



5.1.4. Bolesnici prema patohistoloSkom nalazu sluznice zZeluca .......ccccovveeeeeeeeennnnnene. 53

5.2. Ucestalost i karakteristike cagPAl u Helicobacter pyloriizolatima.........c.ccccccvveeennne. 57
5.3. Karakteristike bolesnika prema tipu CagPAl .........coooovieiiiieie e, 60
5.4. Endoskopske dijagnoze prema tipu cagPAl ........coocceeiiiiiiiiiiiieeeceee e 61
5.5. PatohistoloSke promjene Zelucane sluznice prema tipu cagPAl ..........cccoevevevveeennnne. 62
5.6. Ucestalost cagPAl gena u Helicobacter pyloriizolatima.........ccccceeevveeeccieeeccciiee e, 64
5.7. Usporedba cagPAl gena s patohistoloskim promjenama Zelucane sluznice. .............. 73
5.8. Usporedba cagPAl gena s endoskopski utvrdenim dijagnozama ........cccccceeevvvvveenn.n. 75
5.9. DupA gen u Helicobacter pylori izolatima..........ccccccuveeiiciiiii e 77

5.9.1. UCeStaloSt AUPA SENA ....eoeieiiiieeeeeeee ettt ettt ettt e e e e e e e eara e e e e eabae e e eanaee s 77

5.9.2. Karakteristike bolesnika inficiranih s dupA pozitivnim ili dupA negativnim H.

5.9.3. Povezanost dupA gena s patohistoloskim promjenama Zelucane sluznice.......... 82

5.9.4. Pojedinacna usporedba gena jhp0917 i jhp0918 s patohistoloskim promjenama

ZEIUCANE SIUZNICE weiiueieeeeieeciee ettt et s e st e e s e e sbee e sateeenbeeessteesnseeennes 84
5.10. Testiranje osjetljivosti na antimikrobna sredstva.........cccccceeeiieeiciieeeee e, 86
5.11. Povezanost gena virulencije cagPAl i dupA s antimikrobnom osjetljivoséu............. 92
5.12. Povezanost cagPAl statusa i dUPA SENA .....ccueeeeeeciiee et 94

6. RASPRAVA ...ttt ettt ettt ettt e bttt e s sttt e s ettt e e s s bbe e e s e bbteessabteeesnbeeeeeanraeens 95
7. ZAKLIUCC oottt ettt na s 106
8. SAZETAK c.oeeieteeie ittt sttt 108
9. SUIMIMARY ...ttt ittt ettt e ettt e e ettt e e et e e e st e e e s ate e e e sataeesesteeeessbaeeeastaeeeestaeeesnnseeeeanees 110
10. POPIS LITERATURE ...etiiiiteeeeciteeeeeittee e sttt ee sttt e s st e e s sataeeesaaaeaesnssaeessnssaeessnnsaeessnssenens 112

11, ZIVOTOPIS ..ottt s ettt ae s st s s sasaese st s nasaese st s esesasaesesasans 140



POPIS OZNAKA | KRATICA

H. pylori
DAG
NSAID
NUD
EUV
EUD
GERB

MALT-limfom

Hop proteini

BabA protein

DSBs

OipA

HspA

SOD

VacA

cagPAl

TNF- a

Helicobacter pylori

Difuzni antralni gastritis
Ne-steroidni protuupalni lijekovi
Neulkusna dispepsija

Erozije/ulkus Zeluca

Erozije/ulkus duodenuma
Gastroezofagealna refluksna bolest

limfno tkivo sluznice

(engl. ,mucosa-associated-lymphoid-tissue*)
protein vanjske membrane

(engl. Helicobacter-specific Outer membrane Proteins)
antigen krvne grupe

(engl. Blood-group Antigen-binding Adhesin)
dvostruki lomovi

(engl. double-strand breaks)

protuupalni protein vanjske membrane

(engl. Outer-membrane proinflammatory protein)
protein toplinskog Soka

(engl. heat shock protein A)
superoksid-dismutaza

vakuolizirajuci citotoksin A

citotoksicni otok patogenosti

(engl. cytotoxin-associated gene pathogenicity island-cagPAl)

tumor nekrozis faktor-alfa



T4SS
ASPP2

CagA gen

CagE gen

CagT gen

CagM gen

LEC

DupA

IL-8
EHSG
IPP
TNF
EFG
MIK
E- test
DNA

PCR

CCUG
AZT
CLR
MTZ
AMX
LEV

tip IV sekrecijskog sistema
apoptosis-stimulirajuéi protein
citotoksicni gen A

(engl. cytotoxin-associated gene A)
citotoksicni gen E

(engl. cytotoxin- associated gene E)

citotoksiCnigen T

(engl. cytotoxin- associated gene T)
citotoksicni gen M

(engl. cytotoxin- associated gene M)
lijevi kraj cag-a

(engl. left end of the cag)

gen marker duodenalne ulkusne bolesti
(engl. duodenal ulcer promoting gene A)
interleukin-8

engl. The European Helicobacter Study Group
inhibitor protonske pumpe

tumor nekrozis faktor
Ezofagogastroduodenoskopija
minimalna inhibitorna koncentracija
Epsilometer test

deoksiribonukleinska kiselina

(engl. Deoxyribonucleic Acid)

lanCana reakcija polimeraze

(engl. Polymerase Chain Reaction; PCR)
engl. Culture Collection University of Gothenburg
Azitromicin

Klaritromicin

Metronidazol

Amoksicilin

Levofloksacin



EUCAST engl. European Committe on Antimicrobial susceptibility testing
SD standardna devijacija

AS aritmeticka sredina



1. UVOD

1.1. Povijesni pregled

Ve¢ od 17. stolje¢a pocelo se razmiSljati o vanjskim Cciniteljima kao i
Ciniteljima sa strane domacina kao uzrocima Zelu€anih bolesti. PoCetkom 19.
stoljeCa smatralo se da samo djelomi¢no adaptirane bakterije mogu proci
neosteCeno kroz Zeludac u crijeva. Takoder su se neke bakterijske vrste
(Sarcina ventriculi) koristile kao indikator smanjenja aciditeta, ako su
kolonizirale Zeludac bile su dijagnosti¢ki pokazatelj poremecaja (1).

Rappin izvjeStava da je 1881. zamijetio spiralne bakterije u Zelucu psa. Giulio
Bizzozero 1893. opisuje Helicobacter heilmannii. Tri godine kasnije Salomon
opisuje mikromorfologiju H. heilmannii, a neki opisi odgovaraju i Helicobacter
pylori (H. pylori). Godine 1899. objavljen je prvi izvjeStaj o zavijenim
bakterijama u zelucu. Donges je objavio 1939. godine nalaz obdukcije od
serije bolesnika u kojih je u 40% nasao spiralne bakterije. Freedberg je 1940.
objavio rad u kojem je opazio vezu izmedu spiralnih bakterija i Zelu€anog
ulkusa. Palmer je 1954. izjavio da ti nalazi predstavljaju artefakte i slijedecih
20 godina  su ova istrazivanja bila  zaboravljena (1,2).
Od kraja 19. stolje¢a objavljeno je preko stotinu eksperimentalnih studija u
kojima je ispitivana uzroCna veza izmedu bakterija i ulkusa Zeluca. Naj¢esée
su istrazivani Streptococcus i Escherichia coli.

Konjetzny je 1928. opisao vezu izmedu gastritisa i ulkusa. Ivy, Grossman i
Bachrach 1950-ih kritickom analizom isklju€ili su infektivnu etiologiju ulkusa.
Doduse, ostavili su moguénost da je ,moguc¢ vrlo specifiCan infektivni
uzroCnik udruzen s drugim Ciniteljima“(2).

Ipak, do 1982. godine kada je kultiviran H. pylori iz Zeluca, vecCina je
istraZivaCa pretpostavljala da je Zeludac sterilan, te ignorirala prethodna
istraZivanja (1-4). Nakon rada Marshalla i Warrena u kojem su izolirali H.
pylori, tada nazvan Campylobacter pyloridis, ta ispunjavanja Kochovih
postulata, zapoCinje novo vrijeme u razumijevanju gastroduodenalne

patologije, posebno gastritisa i peptickog ulkusa ( 5-7).



Goodwin i sur. 1989. dokazali su da bakterija ne pripada rodu
Campylobacter, te je nazvan Helicobacter pylori ( 8).

Nakon tih istrazivanja interes za H. pylori raste, Cime se upotpunjuju
saznanja o Ciniteljima virulencije i znaCajkama domacina. Takoder se
dokazuje veza izmedu MALT limfoma i H. pylori (9). Prva cjelokupna genska
sekvenca H. pylori soja 26695 objavljena je 1997. godine (1).

Barry Marshall i Robin Warren 2005. godine dobili su za svoj rad Nobelovu
nagradu.

1.2. Epidemiologija Helicobacter pylori infekcije

Epidemiologija H. pylori infekcije se promijenila u zadnjih desetak godina. U
vecCini zemalja biljeZi se pad prevalencije, a paralelno s tim biljezi se i pad
peptiCke bolesti i ZeluCanog karcinoma (10). Kao posljedica toga vidljive su
epidemiolo$ke promjene i u drugim bolestima, kao Sto su gastroezofagealna

refluksna bolest, alergije i astma (11).

1. 2.1. Prevalencija Helicobacter pylori infekcije

Prevalencija je odraz ravnoteze izmedu ucestalosti i trajanja infekcije u nekoj
zajednici. Usko je povezana s razinom stjecanja, tj. s incidencijom, te
razinom nestanka infekcije. U slu€aju H. pylori, jednom unesena i prisutna
infekcija traje godinama (desetlje¢ima), a spontana eradikacija izuzetno je
rijetka. Infekcija je utvrdena u svim dijelovima svijeta.

Postoji velika varijacija u prevalenciji H. pylori infekcije izmedu razli€itih
zemalja, ali i izmedu razliCitih etniCkih grupa, razliCitih dobnih skupina i
socioekonomskog statusa.

U Europi, prevalencija H. pylori je niZza u sjevernim zemljama u odnosu na
juzne i istoCne.

Studija provedena 2013. u Nizozemskoj na 1550 krvnih darivatelja
testiranjem antitjela na H. pylori izvjestila je o prevalenciji od 32%. Tako se
seroprevalencija populacije rodene izmedu 1935. i 1946. smanjila sa 48% na
16% u onih rodenih izmedu 1977. i 1987. Na temelju tih podataka za

oCekivati je i daljnje smanjenje prevalencije u Nizozemskoj (12). Jedna druga
2



studija u Nizozemskoj provedena na 6500 trudnicama naSla je 24%
prevalencije u Nizozemskih Zena, za razliku od 64% prevalencije u Zena koje
su rodene van Nizozemske (prva generacija imigranata). U ovoj studiji je
etniCka pripadnost bila strogi prediktor za H. pylori infekciju (13).

U kontrastu sa sjeverno Europskim zemljama visoka prevalencija biljezi se u
Portugalu, 84.2% 3to ga svrstava u zemlje s najve¢om prevalencijom u
Europi uz Tursku, 82.5% (14,15). Prevalencija je bila manja u populaciji koja
Zivi na jugu zemlje i u Cijoj prehrani je zastupljeno viSe citrusnog voca.
Vitamin C je ucinkovit u prevenciji mnogih infekcija, pa autori sugeriraju da bi
mogao imati i ulogu u H. pylori infekciji (15).

U sjevernoj Americi, kanadska studija prezentirala je 37.9% prevalenciju na
temelju pozitivhog histoloSkog nalaza nakon gastroskopije 203 starosjedioca
(16). Zadnja studija iz Meksika potvrdila je visoku prevalenciju H. pylori
infekcije u Latinskoj Americi. Od 343 trudne Zene iz ruralnog podrucja
Meksika 52.2% bilo je seropozitivno (17).

U Aziji, zadnje publicirane studije pokazale su visoku prevalenciju, od 54%-
76% (18-23). Jedino je jedna studija radena u Saudijskoj Arabiji na zdravim
pojedincima imala nisku prevalenciju od 28% (24).

U Koreji je radena multicentricna studija na 10000 asimptomatskih
pojedinaca, bez prethodne eradikacije H. pylori u anamnezi. Nadena je
seroprevalencija od 54.4%, $to je manje od rezultata prethodnih studija iz
1998. i 2005. Smanjenje je bilo signifikantno u svim ispitivanim grupama
populacije i podruc¢jima zemlje (18).

U Kini, studija radena na 5417 zdravih pojedinaca testiranih ureja izdisajnim
testom nasla je prevalenciju od 63.4% (19). Sli¢ne visoke vrijednosti nadene
su u Indiji, Kazahstanu i Butanu. U Indiji, prevalencija infekcije varirala je od
58%-62% u osoba s dispeptickim simptomima (20, 21). U Kazahstanu, medu
simptomatskim i asimptomatskim sluCajevima, prevalencija je bila 76.5%
(22). Sli¢no prevalencija od 73.4% nadena je u Butanu, s tim da je bila manja
u glavhom gradu u odnosu na ruralna podrucja, uglavhom povezano S

sanitarnim uvjetima (23).



Iz Afrike, nove studije iz Maroka i Etiopije nasle su prevalenciju H. pylori od
75.5% i 65.7%. Obje studije biljeze porast prevalencije s godinama (25,26).
Studija iz Nigerije, histoloskim testiranjem nasla je 80% prevalenciju, a
seroloSkim testiranjem 93.6% (27).

Nekoliko studija istrazivalo je prevalenciju H. pylori kod djece. Tako je studija
u Belgiji nasla prosjecnu prevalenciju od 11% , koja je varirala od 3.2% kod
djece rodene od roditelja belgijanaca do 60% kod djece rodene od roditelja
stranaca koji su dosli iz zemalja s visokom prevalencijom H. pylori (28).
Bastos i sur. nasli su visoku prevalenciju kod 13-godiSnjaka iz Portugala,
66.2% (29). U Brazilu, u populaciji starosti 2-19 godina, studija Pacheco i sur.
nasla je prevalenciju od 41.1% (30). U Kini je zabiljezena prevalencija H.
pylori od 32.1%, a u Iranu 50.5% (31, 32).

Ranije provedena studija u Hrvatskoj na populaciji starosne dobi izmedu 20-
70 godina pokazala je da u tri regije (sjevernoj, srediSnjoj i juznoj) prosjecna
seroprevalencija infekcije iznosi 60.4%, s viSom stopom seropozitiviteta u
starijoj zivotnoj dobi. U sjevernim dijelovima Hrvatske seroprevalencija je
skoro identi¢na (58.4%), kao u srediSnjim dijelovima (59.5%). U juznim

krajevima seroprevalencija iznosi oko 71.3% (33).

1.2.2. Riziéni €éimbenici za stjecanje Helicobacter pylori infekcije

Spol i dob ne povezuju se s povecanim rizikom od infekcije. Vecina studija ne
nalazi znacajnu razliku H. pylori infekcije izmedu muskaraca i Zena u odrasloj
dobi (12,21,23-26) kao ni kod djece (28,29,32). Nije nadena znacajna
povezanost izmedu infekcije i starosne dobi u odraslih (13,15,17,21,22,24).

Nekoliko socioekonomskih faktora povezuje se s H. pylori infekcijom. Osobe
s niskim socioekonomskim statusom i niskim obiteljskim dohotkom imaju
veCu vjerojatnost za stjecanje H. pylori infekcije (13,16). Mnoge studije
dokazale su povezanost izmedu stupnja obrazovanja i H. pylori infekcije.
lzuzev, u dvije studije, osobe s nizim stupnjem obrazovanja imale su vedi
rizik za stjecanje H. pylori infekcije u odnosu na one s viSim stupnjem
obrazovanja (17,19). Ista povezanost bila je prisutna i kod roditelja djece koja

su bila uklju¢ena u studije (28,29).



Nekoliko Cimbenika povezanih sa stanovanjem povezuje se s povecanim
rizikom za stjecanje H. pylori infekcije; zivot u ruralnim podrucjima (18,23,24),
prenapucenim domacinstvima (24,29), koriStenje onecis¢ene vode za pice
(15).

Od zZivotnih navika, puSenje i konzumacija alkohola imaju proturjeCne
rezultate. U vecini studija ne povezuje ih se s H. pylori infekcijom (22,19,25),
dok su neki autori izvjestili da redovito puSenje (15,24) i konzumiranje
alkohola predstavlja riziéni ¢imbenik (24). Suprotno, jedna studija navodi
kako je redovita konzumacija alkohola zastitni ¢imbenik za stjecanje H. pylori
infekcije (15).

1.2.3. Prijenos Helicobacter pylori infekcije

Usprkos visoke incidencije H. pylori infekcije, rezervoar i put prijenosa H.
pylori jo$ uvijek su u potpunosti nejasni.

Trenutne studije govore u prilog tome da se infekcija najéeS¢e prenosi od
zarazene o0sobe na zdravu osobu, bilo oralno-oralnim, gastro-oralnim ili
fekalno-oralnim prijenosom. Na gastro-oralni prijenos upucuje i znatno
uCestaliji prijenos medu malom djecom koja Cesto povracaju, s djece na
odrasle osobe. Cesto se opisuje prijenos s roditelja na djecu, izmedu bliskih
rodaka, osoba koje Zive u istom kucanstvu (34, 35). Urita i sur. su potvrdili
majka-djete prijenos, ali i baka-djete prijenos. Majke najCeSCe prenose
infekciju na djete putem sline koristeéi istu zZlicu za isprobavanje djecje hrane
(36).

Osim toga, mnogi autori sugeriraju da humana infekcija nastaje putem
kontaminirane hrane (37,38). Tako je H. pylori izoliran iz vode za pice,
slavina, stomatoloskih sistema za ispranje (39), morske vode, hrane

zZivotinjskog porijekla, kao Sto su ovce i kravlje mlijeko (40-42).



1.3. Povezanost Helicobacter pylori s gastroduodenalnim
bolestima

1.3.1. Akutna bolest

1.3.1.1. Akutni gastritis

Malo je istrazivanja o akutnoj infekciji H. pylori. HistoloSki se u vecine
bolesnika nalazi neutrofilni gastritis. Simptomi dispepsije traju 1-4 dana.
Akutna infekcija prelazi u kroni¢nu. U vecine bolesnika infekcija ukoliko nije

lijeCena traje dozivotno (43).

1.3.2. Kroni¢na infekcija

1.3.2.1. Kroniéni gastritis

Difuzni antralni gastritis (DAG), ogranien je na antrum i povezan je s
ulkusom dvanaesnika. Ovaj tip gastritisa ¢eSci je u mladoj Zivotnoj dobi, i to u
osoba s normalnom ili poviSenom sekrecijom Zelu€ane kiseline.

Multifokalni akutni gastritis (MAG) pojavljuje se multifokalno uz angularnu
incizuru te na granici antruma i korpusa. U pocCetku je sluznica tog dijela
infiltrirana polimorfonuklearnim upalnim stanicama, a u kasnijoj fazi razvojem
intestinalne metaplazije i displazije, nastupa atrofija. Oba tipa pripadaju grupi
kroni¢nih superficijalnih gastritisa, ali u odredenom postotku, postoji
tendencija njihove progresije u kroni¢ni atrofi¢ni gastritis (1-3% na godinu).
Rezultat dugotrajne upale jest jedan od tri oblika kroni€nih gastritisa: korpus-
predominantni, antrum- predominantni, te difuzni, pangastritis (44). Porastom
stupnja atrofije smanjuje se broj pozitivnih nalaza H. pylori, sto je rezultat
smanjenja aciditeta, Cime uvjeti prezivljavanja H. pylori postaju nepovoljni.
Infekcija H. pylori najvaznija je znaCajka posebne klasifikacije gastritisa iz
1990.- Sydneyskog sustava (45). Medu kroni¢nim gastritisima Sydneyska
podjela razlikuje gastritis antralne sluznice, gastritis sluznice korpusa i tzv.
pangastritis- sluznice cijelog Zeluca. Revizija iz 1994., tzv. Houstonska
klasifikacija ukljuCila je u morfolosku analizu Zelu€ane sluznice: etioloski

uzrok gastritisa (dokaz H.pylori) u topografski to€no odredenim uzorcima
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sluznice (antrum, korpus), tip (mono/polimorfonukleari) i koli¢inu infiltrata

(malo, oskudno, srednje obilno ili obilno upalnih stanica) (45).

1.3.2.2. Peptic¢ka ulkusna bolest

H. pylori infekcija znatno povecéava rizik za razvoj pepti¢ne ulkusne bolesti (3-
10 puta), bilo da se radi o Zelu¢anom ulkusu, bilo o ulkusu na dvanaesniku
(46-49). Veza izmedu H. pylori infekcije i peptiCkog ulkusa najbolje se vidi iz
uCestalosti nalaza infekcije H. pylori medu bolesnicima s pepti¢nim ulkusom
(do 95% u bolesnika s ulkusom na dvanaesniku, do 85% u bolesnika s
zelu€anim ulkusom), kao i Cinjenicom da lijeCenjem infekcije dolazi do
znacCajne promjene tijeka bolesti s prakticnom eliminacijom rekurencije (50).
Superficijalni antralni gastritis uzrokovan kolonizacijom H. pylori nakon
poCetne prolazne hipoklorhidrije pracen je pove¢anom sekrecijom gastrina i
posljedicnom hiperklorhidrijom. Dugotrajna hiperklorhidrija i povecana razina
gastrina dovode do Zelu€ane metaplazije na sluznici dvanaesnika. Time ta
sluznica postaje dostupna za naseljavanje s H. pylori. Ukoliko se iskljuCe
bolesnici koji su koristili nesteroidne upalne lijekove, prevalencija H. pylori u
bolesnika s Zelu€anim ulkusima je takoder visoka.

Neosporna je Cinjenica da samo jedan od Sest inficiranih ima znakove
peptiCke ulkusne bolesti. Razlozi za ekspresiju klini¢ki znacajne bolesti samo
u dijela inficiranih pojedinaca mogu biti genetske osobine domacina,
specificnost prehrane, €imbenici okoliSa, te genske varijacije u H. pylori
sojeva.

Zelugani ulkus je povezan s H. pylori infekcijom u 50-90% bolesnika. U
bolesnika s Zelu€anim ulkusom uz difuzni antralni gastritis mozZe postojati i
multifokalni antralni gastritis, te je uz antralnu sluznicu najceS¢e upalnim
promjenama zahvacena i sluznica korpusa.

Zadnjih godina se istrazuje i odnos ne-steroidnih protuupalnih lijekova
(NSAID) i H. pylori. Neka istrazivanja su dokazala da H. pylori povecéava rizik
krvarenja iz peptickih ulkusa u bolesnika koji koriste NSAID (51), dok takoder
postoje ispitivanja koja navode da H. pylori smanjuje rizik krvarenja (52) ili

uopce ne utjeCu na pojavu krvarenja u tih bolesnika (53).



1.3.2.3. Neulkusna dispepsija

Neulkusna dispepsija (NUD) ili funkcionalna dispepsija heterogena je grupa
bolesti karakterizirana u€estalim, stalnim ili rekuretnim tegobama tipa bolova
ili nelagode u gornjem trbuhu za koje se ne moze definirati uzrok (47).
Moguéi mehanizmi kojima H. pylori uzrokuje dispeptiCke simptome ukljucuju
oSteCenje ZeluCanog motiliteta kao rezultat upalne reakcije i oslobadanja
mnoStva iona, citokina, amina, kinina, prostanoida (49). Glad, lu€enje
Zzelu€ane kiseline i zelu€ani motilitet regulirani su s grelinom, specificno
proizvedenim od zeluCanih endokrinih odjeljaka i upravo se pojacani
intenzitet simptoma povezuje s poviSenom razinom grelina u plazmi (49).
Sodi i sur. u svojoj studiji nisu nasli pozitivan u€inak H. pylori eradikacije na
simptome NUD-a (54).

1.3.2.4. Helicobacter pylori u usnoj supljini

Istrazivanja su potvrdila povezaost H. pylori sa nekim stomatoloSkim
bolestima, kao $to su peridontitis (55), karijes (56), halitoza (57), te upalne ili
neoplastiCcne promjene usne Supljine (58). U zadnje vrijeme se istrazuje
prisutnost kvasaca u usnoj Supljini i njihova moguéa uloga kao izvora i
rezervoara za H. pylori. Tako su Saniee i sur. svjetlosnim mikroskopom
unutar vakuole u Candida kvascu uspjeli vidjeti vijabilne H. pylori (59). Ista
grupa autora nasla je tragove H. pylori gena u maj€inim vaginalnim i oralnim
kvascima, otkrice koje pruza dodatne elemente u prilog hipotezi o nacinu

prijenosa H. pylori prezentiranih ranijih godina (60,61).

1.3.2.5. Gastroezofagealna refluksna bolest (GERB)

Povezanost GERBA i H. pylori joS uvijek su kontraverzne. Tako se u
posliednjem desetljeCu u razvijenim zemljama poveéao broj oboljelih od
GERB-a, a broj inficiranih s H. pylori se smanjio. Jedno od mogucih
objasnjenja jest indirekini utjecaj H. pylori na ucCestalost GERB-a preko
promjene u izlu€ivanju Zelu€ane kiseline. Infekcija s H. pylori u ranoj Zivotnoj
dobi uvjetuje razvoj kroni€nog gastritisa korpusa Zeluca s posljedi¢nim

smanjenjem izluc€ivanja zelu€ane kiseline, a to potom smanjuje opasnost od
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razvoja GERB-a u tih osoba, sugerirajuéi protektivhu ulogu u razvoju GERB-
a (62). Neki nalaze objasnjenje u neuro-imunoloskim mehanizmima kao
odgovornima za protektivnu ulogu H. pylori (63). U isto vrijeme drugi autori
ne nalaze povezanost infekcije H. pylori sa stupnjem izrazenosti klini¢ke slike
GERB-a (64,65).

1.3.2.6. Karcinom zeluca

Unato€ znatnom padu incidencije i mortaliteta u zadnjih Sest godina, Zelucani
je karcinom i dalje na treCem mjestu svih uzroka smrti od malignih bolesti,
nakon karcinoma pluca i jetre (66). lako je H. pylori klasificiran kao
karcinogen |. reda, cijeli niz studija nije uspio rijeSiti niz nepodudarnosti koje
dovode u pitanje uzro¢no posljedicnu vezu izmedu H. pylori i karcinoma
Zeluca. ldentificirano je viSe nepodudarnosti (,enigmi“). Tako je veca
incidencija Zelu€anog karcinoma u muskaraca (2-3 puta viSa) uz gotovo
jednaku seroprevalenciju infekcije medu spolovima (spolna enigma). Nadalje,
visoka prevalencija infekcije H. pylori u nekim podrucjima niskog rizika od
oboljevanja od Zelu€anog karcinoma (,mediteranska enigma“ ili ,africka
enigma“). Bolesnici s ulkusnom boleS¢u dvanaesnika rijetko obole od
karcinoma iako su u pravilu svi inficirani (,enigma peptickog ulkusa®). Ni
razlike u prevalenciji infekcije u mladoj Zivotnoj dobi ne koreliraju s
mortalitetom od Zelu€anog karcinoma (,enigma mlade dobi“). Konacno,
najmanje je jasna razlika razlika izmedu ukupnog broja zarazZenih i onih u
kojih se razvije zelu€ani karcinom (1-3% zarazenih).

Zeluéana karcinogeneza vrlo je sloZen proces, a infekcija H. pylori samo je

jedan od rizi¢nih ¢imbenika (67).

1.3.2.7. MALT limfom

Stalna prenapregnutost imunosnog sustava uzrokovana kontinuiranom
infekcijom H. pylori Zelu€ane sluznice, dovodi ve¢ pri gastritisu do opseznog
nagomilavanja limfoidnih stanica u lamini propriji Zelu€ane sluznice. Mogu se
naci i limfati¢ni folikuli. Ova uobiCajena poliklonalna proliferacija moze zbog
niza razloga , a ponajprije pod utjecajem H. pylori, prije¢i u monoklonalnu i
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stvoriti preduvjete za razvoj niskomalignih, a vjerojatno i visokomalignih, B-
staniénih  MALT-limfoma (engl. ,mucosa-associated-lymphoid-tissue®).
HistoloSki, ovi su tumori gradeni od nakupina limfocita B, Sto ih razlikuje od
reaktivne infiltracije limfocitima u tijeku uobi€ajene upale, kada su prisutni
pretezno limfociti T. Zbog bliskog odnosa epitelnih stanica sluznice i
transformiranih leukocita, lezije koje nastaju nazvane su i limfoepitelnim
lezijama (68).

Vise od 90% navedenih limfoma etiopatogenetski su povezani s infekcijom H.
pylori. Uglavnom su niskomaligni i razli€iti od limfoma u limfnim &vorovima.
Istrazivanja su potvrdila da infekcija prethodi nastanku limfoma. Pretpostavlja
se da bakterija osigurava antigenski poticaj koji je, kako se C€ini, kljuCan za
rast limfoma. Aktivacija limfaticnog tkiva u Zelucu moZe se tako dovesti u
vezu s neuobiCajenim odgovorom na upalu uzrokovanu H. pylori, a
neadekvatan imunoloSki odgovor u nekih je bolesnika samo korak do
klonalne proliferacije. Posrednici su ovog odgovora intramuralni limfociti T.
Pokazalo se da neoplasticni limfociti B niskomalignih MALT-limfoma
specificno odgovaraju na antigene H. pylori. Opisani su slucajevi
iznenadujuce dobre regresije limfoma na eradikaciju infekcije H. pylori.

Isto tako, novija istrazivanja su potvrdila da osobe inficirane s Helicobacter
suis (H. suis) imaju vedéu incidenciju MALT limfoma u odnosu na one
inficirane s H. pylori ukazuju¢i na ozbiljan rizik za zdravlje za osobe izlozene

domacim zivotinjama (svinje, macke, psi) (69).
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1.4. Povezanost Helicobacter pylori s ekstragastrointestinalnim
bolestima
Helicobacter pylori povezuje s mnogim bolestima koje ne pripadaju
gastrintestinalnom traktu. O ulozi u njihovoj patogenosti joS se ne zna
dovoljno. Svake godine se publicira nekoliko studija na tu temu.
NajCesSce istrazivana uloga H. pylori na ekstragastrointestinalne bolesti je kod
koronarne bolesti. Tako neki autori nalaze povezanost smanjenja sréanih
udara kao posljedicu eradikacije H. pylori i izljeCenja duodenalnog ulkusa
(70). Nakagawa i sur. povezali su visoku serumsku razinu IL-6 s H. pylori
infekcijom i sr€anim udarom (71). Sli€no, navode i drugi autori (72-73), dok
neki autori ne nalaze povezanost koronarne bolesti i H. pylori infekcije (74).
Vazna uloga posvecCena je prouCavanju povezanosti H. pylori i SecCerne
bolesti, kao i komplikacija Seéerne bolesti. Tako neke studije nalaze
povezanost (75-76), dok neke ne nalaze (77-78).
Od neurolo8kih bolesti, neke studije navode vezu izmedu H. pylori i
mozdanog udara (79,80).
Neki autori opisuju utjecaj H. pylori na demenciju (81,82). Spominje se i
manja prevalencija multiple skleroze kod H. pylori pozitivnih osoba, vise
sugerirajuci protektivnu ulogu H. pylori, nego negativnu (83).
Sideropenic¢na anemija i H. pylori nasle su svoju potvrdu povezanosti u nekim
studijama (84,85), za razliku od tri nedavne studije koje nisu potvrdile tu vezu
(86-88).
Druge bolesti koje se povezuju s H. pylori infekcijom su autoimuna
trombocitopeni¢na purpura, autoimune bolesti (tiroiditis, reumatoidni artritis),
hepatobilijarne bolesti, bolesti kolona i pankreasa, respiratorne bolesti, kozne

bolesti (urtikarija, rosacea) (89).
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1.5. Mikrobioloske zna€ajke Helicobacter pylori

1.5.1. Morfologija

H. pylori je spiralna, mikroaerofilna, gram negativna bakterija zavijenih
krajeva. Kultivacijom na krutim podlogama oblici su ¢eScCe Stapicasti, Sirine
0.3 do 0.60 pm, duzine 1.5 do 10.0 ym. Savinuti oblici povremeno poprimaju
spiralni oblik. Nakon produzZene kultivacije na krutim podlogama ili uzgojem u
teku¢im podlogama tipi€no dolazi do predominacije kokoidnih formi.
Kokoidne forme promatrane elektronskim mikroskopom imaju izgled bacila
oblika slova U u kojima su krajevi spojeni membranoznom strukturom (90).
Saito i sur. su u svojim studijama dokazali da kokoidne forme takoder mogu
penetrirati u humanu gastriénu epitelnu stanicu i uzrokovati aktivnhu infekciju
iste. Navode postojanje pet kategorija kokoidnih oblika H. pylori; sposobnih
prodrijeti direktno u epitelnu stanicu, umirucih, zivih i uzgojivih, Zivih, ali ne-
uzgojivih i aktivnih forma za oCuvanje vrste (91). H. pylori je vrlo pokretan
zahvaljujuéi postojanju viSe flagela (4-6) smjeStenih na jednom ili oba pola
bakterijske stanice. Flagele imaju zadebljanje na kraju koje je produzetak
ovojnice. Vanjska membrana H. pylori je prekrivena strukturom nalik na
glikokaliks.

Bakterija je mikroaerofilna, optimalni rast postize se pri 37° C uz 100%
vlaznost u mikroaerofilnoj atmosferi (10% CO, 5% O, 85% N,). Raste vrlo
sporo i za rast treba vrlo hranjivu podlogu. Moze prezivjeti na pH okolisa 3,0-
7,0, na visem pH ugiba vrlo brzo. Vrlo je osjetljiva na isuSivanje i na sva

uobicCajena dezinfekcijska sredstva (90).

1.5.2. Cimbenici virulencije

lako svi inficirani imaju upalnu reakciju sluznice Zeluca (gastritis), samo 20%
razvije ulkusnu bolest, a 1-3% Zelu€ani karcinom. Opseg i tezina inflamacije
sluznice i klini¢ki ishod infekcije ovise o mnoStvu €imbenika. Medu njima

najznacajniji su genetska predispozicija i imunoloski odgovor domacina,
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¢imbenici okoline (pusenje, prehrana) i razli€itost u prevalenciji i ekspresiji
¢imbenika virulencije Helicobacter pylori (92).

Cimbenike virulencije H. pylori moZemo podijeliti u tri skupine:

e Cimbenike kolonizacije
e perzistencije

e cCimbenike indukcije bolesti (gene virulencije) (93)

1.5.2.1. Cimbenici kolonizacije

Spiralni oblik H. pylori je vazan ¢imbenik njenje pokretljivosti i bitan
preduvjet za uspijeSnu kolonizaciju. Danas su poznati geni (csdl, csd2,
csd3/hdpA, ccmA, csd4, csd5, csd6) koji induciraju modifikacije u unakrsnom
vezanju peptidoglikana u stanichom zidu H. pylori odredujuci njen spiralni
oblik (94).

Pokretljivost H. pylori je esencijalna za kolonizaciju sluznice Zeluca i poCetni
stupanj infekcije. Za pokretljivost su zaduzene flagele. Flagele imaju tri
funkcionalna dijela. Bazalno tijelo koje je motor flagela pretvarajuéi gradijent
Na ili protona u rotaciju. Drugi dio predstavlja protein FIQE koji povezuje
bazalno tijelo i treci dio flagelarni filament. Flagelarni filament je kopolimer
dva razli¢ita flagelarna proteina (flagelina) FlaA i FlaB. Oba su neophodna za
pokretljivost i prisutna u svim sojevima H. pylori. Flageline kodiraju geni flaA i
flab (95). Poznati su mnogi regulatorni faktori iz skupine proteina stani¢ne
faze i vanjskih faktora (promjena pH, koncentracija ureje, viskoznost medija)
uklju€enih u ekspresiju tih gena (95).

Iduéi stupanj u kolonizaciji je adherencija. Poznato je nekoliko adhezina
medu proteinima vanjske membrane staniCne stjenke koji adheriraju na
Lewis B antigen krvne grupe i joS neke nepotpuno definirane receptore na
epitelu koji sadrze protein, glikopeptide, glikoproteine, fosfolipide, kolagen,
vibronektin i laminin. Zajedno ¢ine grupu proteina vanjske membrane (engl.
Helicobacter-specific Outer membrane Proteins; Hop proteins) (92). Dva

najistrazenija adhezina su BabA i OipA.
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BabA protein (engl. Blood-group Antigen-binding Adhesin) kodiran je babA
genom. BabA (74-78 kDa) poti¢e vezanje za Lewis-b (Le") antigen krvne
grupe na stanicama sluznice Zeluca. Kompleks BabA-Le® vezan na stanice
domacdina inducira dvolanCane lomove DNA (engl. double-strand breaks
(DSBs)) domacina neovisna o drugim faktorima (VacA, cagPAl) (96). DSBs
biva efikasno popravijen, ali kod prolongirane infekcije kao da dolazi do
zasi¢enja sistema za popravljanje i posljedicno tome genske nestabilnosti,
karakteristiCne za karcinom Zeluca.

OipA (engl. Outer-membrane proinflammatory protein A) poznato je, sudjeluje
u fosforilaciji ZariSnog adhezijskog proteina paksilina Sto rezultira

reorganizacijom citoskeleta u ranoj fazi H. pylori infekcije (97).

1.5.2.2. Cimbenici perzistencije

U Cimbenike perzistencije ubrajamo: enzim ureazu, HspA (engl. heat shock
protein A), katalazu, superoksid-dismutazu (SOD), receptor za laktoferin.
Ureaza je presudna za postojanost H. pylori na Zelu¢anoj sluznici, hidrolizira
ureju u amonijak i ugljiCni-dioksid (CO;). Amonijak difundira natrag u
periplazmatski prostor gdje se za njega veze vodikov ion. Time poraste pH
periplazmatskog prostora do nivoa otprilike 6.2, Sto je nivo u skladu s
vrijednostima potrebnim za prezivljavanje i rast bakterije (98).

Protein HspA pojacava ulogu ureaze dajuéi joj nikal potreban za enzimatsko
djelovanje.

Katalaza i superoksid-dismutaza (SOD) koje proizvodi bakterija djeluju
nepovoljno na fagocite.

Receptor za humani laktoferin omogucava bakteriji uzimanje dovoljne

koliCine Zeljeza te na taj nacin utjeCe na njenu postojanost.

14



1.5.2.3. Cimbenici indukcije bolesti (geni virulencije)

Gene virulencije H. pylori klasificiramo u tri skupine:

1. Soj specifini geni koji su prisutni samo u H. pylori sojeva. Unutar te
skupine najproucavaniji su geni unutar cag otoka patogenosti (PAI),
cagPAl. Ostali soj specificni geni smjesteni su izvan cagPAIl otoka,
tako je priblizno polovica tih gena smjeStena u plasti¢noj regiji (engl.
plasticity region).

2. Fazno-promijenljivi geni Ciji se status mijenja rastom ovisno o razli¢itim
uvjetima. Tu pripada Sest gena koji kodiraju proteine vanjske
membrane (0ipA, sabA, sabB, babB, babC i hopZ ).

3. Geni s varijabilnom strukturom ovisnom o soju. Tu spada vacA gen

(engl. vacuolating cytotoxin A) (99).

Otok patogenosti (engl. cytotoxin-associated gene pathogenicity island-
cagPAl) zauzima 40 kb fragmenta kromosoma H. pylori. Sadrzi 30 gena
podijeljenih u regiju | i Il. CagPAIl se definira kao intaktni ako su svi geni
prisutni, negativni cagPAIl ako nema niti jednog gena, a parcijalno izbrisani
cagPAI se definira kao prisustvo nekoliko gena. CagPAI pozitivet se definira
s prisutnos$c¢u intaktnog i parcijalno izbrisanog cagPAIl (100-102). Mnoge
studije opisuju vezu izmedu prisutnosti intaktnog cagPAl, parcijalno
izbrisanog i negativnog cagPAl i klinickog ishoda. Neki autori tako povezuju
intaktni cagPAl s teSkim gastroduodenalnim bolestima, dok se parcijalno
izbrisani cagPAIl povezuje s blazim gastroduodenalnim bolestima (103). U
isto vrijeme drugi autori ne nalaze povezanost izmedu prisutnosti cagPAl i
gastroduodenalne bolesti (104-106). Zadnja studija Hanade i sur. ustanovila
je da su bolesnici inficirani sa cagPAIl pozitivnim sojevima imali dva puta vedéi
rizik od karcinogeneze od onih inficiranih s cagPAIl negativnim sojevima.
Naime, u bolesnika s cagPAl zabiljezana je ve¢a akumulacija dvostrukih
lomova DNA (DSBs) za razliku od cagPAIl negativnih (107). Takav rezultat
sugerira da cagA ucestvuje u inaktivaciji RAD51 i reducira aktivhost DBS
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reparatornog sistema kroz homolognu rekombinaciju stanice domacina
nakon infekcije s cagPAI pozitivhim sojem. cagPAl je odgovoran za ranu
indukciju inflamatornih medijatora tokom infekcije, kao Sto su kemokini
CXCLI-3, CXCL5, CXCL8, CLL20, beta-defensin 2 (BD2) i tumor nekrozis
faktor-alfa (TNF- a) (108).

CagPAl kodira protein cagA i neke druge proteine koji sudjeluju u tvorbi tip IV
sekrecijskog sistema (T4SS) pomocu kojeg translocira CagA direktno u
stanice Zelu€anog epitela gdje biva tirozin fosforiliran od domacinovih kinaza.
Promjenjeni status tirozin fosforiliranih proteina dovodi do promjene
staniénog skeleta i do mikromorfoloskih promjena epitela. U fosforilaciju cagA
proteina ukljuCene su tirozin kinaze iz obitelji Src tirozin kinaza kao $Sto su: c-
Src, Fyn, Lyn i Yes. BioloSka aktivhost cagA determinirana je brojem i
sekvencama tirozin fosforiliranim Glu-Pro-lle-Tyr-Ala motivom- (EPIYA) motif
na C-terminalnom dijelu proteina CagA. Tako su poznata Cetri razliCita cagA
EPIYA motivfa; Istocno Azijski-tip CagA, ukljuCuje EPIYA-A, EPIYA-B i
obi€no samo jedan EPIYA-D, dok zapadni tip cagA ukljuCuje EPIYA-A,
EPIYA-B, jedan ili razliCite EPIYA-C motife. Ustanovljeno je da je medu
zapadnim tipom cagA sojeva broj EPIYA-C motifa vazan Cimbenik rizika za
nastanak karcinoma. Varizi i sur. su u svojoj studiji pokazali da varijante
ABCCC onkoproteina mogu mijenjati sudbinu stanice potpuno drugacije od
ABC tipa. ABCCC tip inducira intestinalnu metaplaziju, IL-8, smetnje Crk
adaptirajucih proteina, anti-apoptoticki efekt (109).

Uloga cagPAI u patogenezi je viSestruka, inducira produkciju IL-8 (110-113).
IL-8 je jaki induktor aktivnosti i kemotaksije za neutrofile. U akutnoj infekciji
povezan je s migracijom i aktivacijom polimorfonukleara, a u kroni¢noj
infekciji kroz aktivaciju NFkB i kemokinske kaskade dovodi do ostecenja
stanica. Takoder se pokazalo da prisustvo cagA i posljedi€na kemokinska
reakcija dovodi do modulacije lu¢enja gastrina. Gastrin stimulira luCenje
zelu€ane kiseline u korpusu i to je kritiCni faktor u razvoju i progresiji
karcinoma zeluca. CagA pozitivni sojevi povezani su i sa sSmanjenom
produkcijom mucina. Ovim mehanizmima cagA pozitivni sojevi povezani su s

tezim oblicima gastritisa i veCom gustocom bakterija u in vivo uvjetima.
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Dokazano je da je cagA dijeluje u interakciji s apoptosis-stimuliraju¢im
proteinom (ASPP2). ASPP2 inducira apoptozu aktivirajuéi tumor supresor
p53 (114).

Gotovo svi izolati iz isto€ne Azije su cagA pozitivni, dok je otprilike 20-40%
izolata iz Europe i Afrike cagA negativno. U zapadnim zemljama, studije su
potvrdile, pojedinci inficirani s cagA pozitivnim H. pylori imaju vecdi rizik za
razvoj peptickog ulkusa ili Zelu€anog karcinoma u odnosu na inficirane s
cagA negativnim sojevima.(115). S druge strane u isto€no Azijskim zemljama
tesSko je dokazati vaznost cagA u kliniCkom ishodu jer su skoro svi H. pylori
izolati pozitivni.

CagA gen (engl. cytotoxin-associated gene A) se nalazi u regiji | otoka
patogenosti i smatra se markerom te regije. Obzirom na prepoznate
patogenetske mehanizme povezane uz cagA gen, njegova prisutnost
pokuSala se povezati s razliCitim patohistoloskim promijenama sluznice zZeluca
te s klinickim dijagnozama. Sam cagA protein je in vivo povezan s jacCe
izrazenom upalom i stimulacijom sekrecije IL-8 i drugih proupalnih citokina (IL-
1 a B), te pojaCanom neutrofilnom infiltracijom sluznice Zeluca (99).

U gastritisu povezanom s H. pylori infekcijom, patohistoloski se Cesto vide
infiltrati neutrofilnih stanica u istmusu i vratu Zlijezda. Otpustanje reaktivnih
metabolita kisika i proteaza dovodi do oStecenja i smrti epitelnih stanica.
Sojevi koji posjeduju cagA povezuju se s viSim stupnjem intestinalne
metaplazije, neutrofilne aktivnosti, kroni¢ne inflamacije. OStecenje stanica
uzrokuje njihovo nestajanje i zamjenu drugim epitelnim stanicama
(metaplazija) ili drugim tkivom (fibroza), a time i veCu ucestalost pojave
atrofije (116). U zemljama Zapada u 40-50% H. pylori inficiranih tokom Zivota
razvije intestinalnu metaplaziju. U neinficiranih taj postotak je znacajno nizi
(5-10%). Prisutnost intestinalne metaplazije povezuje se s pove¢anim rizikom
nastanka Zelu¢anog karcinoma. Osim tipa intestinalne metaplazije Cini se da
znacajnu ulogu ima i distribucija promjena na sluznici Zeluca. Kao i kod
atrofije ekstenzivnije promjene CeS¢e su povezane s razvojem karcinoma.
Suprotno neke studije nisu nasle povezanost cagA statusa i klinickog ishoda
(117-120).
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H. pylori gastritis nedvojbeno je rizicni €imbenik za nastanak atrofi€nog
gastritisa, intestinalne metaplazije, displazije i Zzelu€anog karcinoma. Osim
infekcije znaCajnu ulogu u patogenezi karcinoma zeluca imaju Cimbenici
domadina. Cimbenici virulencije bakterije povezuju se s pojaavanjem
upalnog odgovora i neposrednim djelovanjem na gene ukljuCene u
karcinogenezu. Od strane domacina razliCiti polimorfizmi gena za
proinflamatorne cytokine povezani su s povecanim rizikom razvoja
premalignin promjena i karcinoma Zeluca Kombinacijom navedenih
polimorfizama proinflamatornih gena i virulentnih &imbenika bakterije rizik
nastanka karcinoma viSestruko se povecava.

Na cagPAl regiji smjesteni su i drugi geni virulencije kao $to su cagE, cagG,
cagH, cagM, cagl, cagl, LEC (lijevi kraj cagll regije), tnpA, tnpB koji sudjeluju
u cagPAI posredovanoj NF-xB indukciji i translokaciji cagA pomoc¢u T4SS.
CagE gen (engl. cytotoxin associated gene E) takoder se nalazi u regiji | i
neophodan je za induciranje produkcije interleukina IL-8 (121). Neki autori
smatraju da je cagE gen bolji marker cagl regije nego cagA gen i da moze
biti korisniji u zapazanju razliCitog stupnja progresije bolesti povezanog sa
prisutnos¢u H. pylori (116,122,123). Moguc¢e je da je uz cagA i cagE
neophodan za bakterijsku invaziju (124). Potvrdeno je da cagE pozitivni H.
pylori sojevi mogu inducirati transformirajuéi faktor rasta beta-1 (engl.
Transforming growth factor beta-1 -TGF-B1), koji je dokazani karcinogen i
time potaknuti epitelijalno-mezenhimalnu tranziciju (engl. Epithelial-
mesenchymal transition- EMT) za koju se smatra da je kljuéni proces u
invaziji i metastaziranju karcinoma (121). Neke studije opisuju prevalenciju
cagA/cagE pozitivne kombinacije ili samog cagE sa razlikom u spolu i
staroScu bolesnika.

CagT gen (engl. cytotoxin- associated gene T) je marker cagll regije, neke
studije ga takoder povezuju s teskim klini¢kim slikama, potvrdena je njegova
uloga u formiranju T4SS sistema i stvaranju pila izmedu epitelnih Zelu€anih

stanica i H. pylori (125).
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Sliénu ulogu ima i cagM (engl. cytotoxin- associated gene M) (126). Jedna
studija je potvrdila da je cagM jedan od glavnih dijelova cag T4SS, smjesten
u transmembranskom kanalu (127).

Prva studija koja je prouCavala tnpA i tnpB ustanovila je znacajnu
povezanost izmedu Zelu€anog ulkusa i H. pylori tnpA pozitivnih sojeva (128).
Neke druge studije takoder su potvrdile povezanost izmedu tnpA i Zelu¢anog
carcinoma u populaciji Perua, Brazila i Irana (128,129).

LEC (engl. left end of the cag) znacajno se povezuje s zelu€anim ulkusom
(128), sli¢no je potvrdila i studija autora iz Brazila (130). Dokazana je i
povezanost s karcinomom zeluca (131).

Dok prisutnost cagA moZe signalizirati pojaCanu predispoziciju za razvoj tezih
kliniCkih oblika bolesti, mnostvo ¢imbenika, poglavito zemljopisne varijacije u
genotipovima mogu ograni€iti vrijednost cagA i ostalih markera virulencije
kao indikatora patogenosti sojeva. Postoji odredeno klonalno grupiranje u
pojedinim dijelovima svijeta otprije poznato kao razlika u distribuciji gena
pozitivnih sojeva u Aziji, s jedne strane i sjevernoj Americi/Europi, s druge
strane. Ova pojava najvjerojatnije odgovara adaptaciji bakterija pojedinoj
etniCkoj grupi populacije (132).

Priblizno polovica soj specificnih gena van cagPAIl otoka smjeStena je u
plasticnoj regiji H. pylori genoma (133). U H. pylori soju J99, plasti¢na regija
zauzima oko 48 gena, ORF (engl. open reading frames) unutar koje se nalazi

i dupA gen.

DupA gen (engl. duodenal ulcer promoting gene A) obuhvaca dvije
komponente jhp0917 i jhp0918. Patogeneza dupA gena nije u potpunosti
razjasnjena. Pretpostavlja se da neki sojevi formiraju tip 1V sekrecijski sistem,
slican sistemu cagPAl , koji ukljuCuje dupA gen. Ima ulogu u indukciji
interleukina-8 (IL-8). Lu€enje IL-8 u antrumu dovodi do poja¢ane neutrofilne
infiltracije i slike antrum dominantnog gastritisa, dobro prepoznatoj
karakteristici duodenalnog ulkusa.

Originalno, Lu i ostali opisali su u Japanskoj populaciji zna¢ajno vecu

uCestalost dupA gena kod bolesnika sa doudoenalnim ulkusom u odnosu na
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one sa gastritisom, zelu€anim karcinomom i zakljucili da je dupA povezan s
povecanim rizikom za nastanak duodenalnog ulkusa, a ima zastitnu ulogu u
nastanku zeluCanog karcinoma i protektivnu ulogu u nastanku atrofije i
intestinalne metaplazije (133).

Tako je dupA gen postao sinonim za prvi bolest-specificni marker (27-28).
Studije koje su obuhvatila izolate iz sjeverne i juzne Indije potvrdile su
originalnu tezu Lu i suradnika (134,135). Suprotno, studija iz Irana nije nasla
povezanost izmedu dupA i klinickih dijagnoza, ali histoloSki nalazi Zelu€ane
sluznice potvrdili su da je dupA obrnuto povezan s prekanceroznim lezijama,
potvrdujuci protektivhu ulogu dupA protiv razvoja zelu¢anog carcinoma (136).
Isto tako jedna druga studija u Japanskoj populacija pokazala je priblizno istu
raspodjelu dupA gena unutar razli¢itih klinickih dijagnoza (137). Mnoge
studije nisu uspijele dokazati povezanost dupA statusa i klinickog ishoda
(138-140). Dok su neke studije pokazale da dupA nije samo rizi¢ni Cimbenik
za razvoj duodenalnog ulkusa, ve¢ i za karcinom Zeluca u pojedinim
zemljopisnim regijama (141).

Takve diskrepance mogle bi biti rezultat zamljopisne i etniCke varijacije u

prevalenciji dupA gena unutar iste zemlje i medu razli€itim zemljama.

1.5.3. Povezanost cagPAIl i dupA gena

Rezultati studija koji opisuju povezanost cagPAI i dupA takoder su dvojbeni.
Studija koja je ukljuCivala bolesnike iz Indije s gastritisom i duodenalnim
ulkusom izvjestila je o povezanosti dupA s cagA pozitivnim genotipovima
(134). Dvije studije su naSle povezanost dupA s cagA pozitivnim
genotipovima izoliranih u odraslih s duodenalnim ulkusom, ali ne i bolesnika

s drugim bolestima i u izolatima djece (122,136).
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1.6. Eradikacija infekcije Helicobacter pylori

Saznanje o znatnom kliniCkom oporavku zelu€ane sluznice nakon eradikacije
infekcije H. pylori, bilo da se radi o peptickoj ulkusnoj bolesti ili samo o
gastritisu, potaknulo je znanstvenike diljem svijeta da ustanove mozZe i
eradikacija infekcije biti i dobar model prevencije nastanka Zelu€anog
karcinoma. Eradikacija infekcije H. pylori, osim prevencije zelu€anog
karcinoma, donosi i dodatne Kklinicke i farmakoekonomske dobrobiti.
Nedvojbeno je dokazano da eradikacijska terapija prevenira nastanak
Zelu€anog ili duodenalnog ulkusa (142). Bolesnici na terapiji acetilsalicilnom
kiselinom, inficirani H. pylori, imaju povecan rizik od nastanka sluznickih lezija.
Eradicirajuci infekciju H. pylori, indirektno smanjujemo potencijalnu interakciju
izmedu inhibitora protonske pumpe i antitrombocitnih lijekova u buduénosti.
Poznato je da eradikacijska terapija H. pylori prevenira i nastanak MALT
limfoma, sideropenine anemije, idiopatske trombocitopeni¢ne purpure,
limfocitnog gastritisa i Menetrierove bolesti. Kona¢no, eradikacija koja pomaze
u cijeljenju gastritisa, dovodi do smanjenja mortaliteta zbog samog gastritisa te
prevenira i reducira buduce troSkove lije€enja komplikacija i drugih bolesti
povezanih s H. pylori (143,144). Rizik od razvoja zelu€anog karcinoma
znatnije je smanjen ako se eradikacija infekcije H. pylori provede prije razvoja
premalignih promjena (atrofije, intestinalne metaplazije i displazije).

Prema preporukama Europskog drustva za prou€avanje Helicobactera (The
European Helicobacter Study Group- EHSG) doneSen je hrvatski postupnik
za dijagnostiku, lije€enje i pracenje bolesnika s infekcijom H. pylori. Tako je
preporuka za eradikacije H. pylori u:

najblizin rodaka bolesnika kod kojeg je dijagnosticiran Zelu€ani karcinom,
bolesnika s ve¢ dijagnosticiranim zelu€anim tumorom u kojih je provedeno
endoskopsko ili kirursko lije€enje suptotalnom resekcijom Zeluca, bolesnika s
visokim rizikom od gastritisa: teSkim pangastritisom, gastritisom, gastritisom
koji prevladava u korpusu i teSkom atrofijom, bolesnika na kroni¢noj
protusekretornoj terapiji IPP-om koja traje vise od godinu dana, bolesnika s

ostalim znacajnim rizi€nim Cimbenicima za Zelu€ani karcinom: jaki pusaci,
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rad u okruzenju prasine od: ugljena, kremena, cementa, rad u kamenolomu,
bolesnika pozitivnih na H. pylori sa strahom od zelu¢anog karcinoma (145).
Standardni trojni rezim eradikacijske terapije temeljen na inhibitoru protonske
pumpe (IPP) i dva antimikrobna lijeka postao je preporuka svih svjetskih
postupnika. lzmedu triju najéeSée propisivanih antibiotika Europska grupa
daje prednost makrolidu Kklaritromicinu, uz Kkoji preporucuje kao drugi
antibiotik amoksicilin ili metronidazole/tinidazol. Hrvatska radna skupina za
infekciju H. pylori preporucila je sliche sheme lije€enja, samo $to je kao
makrolid predlozen azitromicin s obzirom da klaritromicin u to vrijeme jo$ nije
bio registriran u nasoj zemlji (145). Novije studije pokazale su znacajan pad
djelotvornosti dosada uobiCajene trojne terapije.

S obzirom na to da u poku$aje terapije nisu uvedeni novi lijekovi, traze se
nove kombinacije postojeCih antibiotika. Usporeduju se rezultati tzv
“sekvencijske terapije” (146,147) Cetverostruke “konkomitantne” (IPP-
amoksicilin-klaritromicin-metronidazol) (148), terapije zasnovane na
levofloksacinu (IPP-amoksicilin-amoksicilin-levofloksacin)(149), Cetverostruke
terapije bazirane na bizmutu (IPP-soli bizmuta-metronidazol-tetraciklin)
(150,151).

1.6.1. Uzroci neuspjeha eradikacije infekcije H. pylori

Na stopu izlje€enja H. pylori infekcije utjeCe nekoliko razli€itih ¢imbenika:
otpornost (rezistencija) H. pylori na antibiotike, genotipski cCimbenici
domacdina, kao Sto su citokrom P450 2C19 (CYP2C19), viSestruko otporni
transporter-1 (MDR 1), polimorfizam proupalnih citokina, puSenje,
pridrzavanje uputa o uzimanju lijekova-suradljivost (engl. compliance), duzina

trajanja terapije (152,153).
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1.6.1.1. Otpornost (rezistencija) H. pylori na antibiotike

Novije studije pokazuju znaCajan pad djelotvornosti dosada uobicajene trojne
terapije. Uspjeh se postize u najvise 70 % bolesnika (154-156), Sto je
znacajno nize od zeljenih 80-90% (157). Infekcija s rezistentnim H. pylori
sojevima nesumljivo utjeCe na uspjeh ili neuspjeh eradikacijske terapije
(153,158). ViSe od polovice bolesnika s neuspjelom eradikacijom bilo je
inficirano klaritromicin rezistentnim sojevima (159).

Prevalencija klaritromicin rezistentnih sojeva raste iz godine u godinu u
mnogim zemljama, s 9% u 1998. godini (160) na 17.6 % u 2009. godini
(161,159). Rezultati iz Hrvatske pokazuju slichu tendenciju: u sjevernim
podrucjima primarna je rezistencija na klaritromicin sa 7 % u 1999. godini
porasla na 25.6 % u 2011. godini (162).

U priobalnom podrudju primarna je rezistencija takoder porasla na 22 % u
2011. godini (160). lako je primarna in vitro rezistencija na metronidazol u
brojnim europskim zemljama relativno visoka, taj se problem moZe prevladati

poviSenjem doze i duzom terapijom ili dodatkom preparata bizmuta.

1.6.1.2. Lucenje zelu¢ane kiseline

Nedovoljna inhibicija lu€enja Zelu€ane kiseline moze uzrokovati neuspjeh u
lijegenju. Zelugana kiselina &ini antibiotike nestabilnim, pogotovo klaritromicin
i amoksicilin, razgraduje ih u Zelucu i umanjuje antimikrobni efekt (163,164).
Stoga je nuzna primjena inhibitora protonske pumpe (IPP) tjekom
eradikacijske terapije. Rast pH s 3.5 na 5.5 povecava in vitro aktivnost
amoksicilina vise od 10 puta (163). Tako je 24-satni pH u Zelucu izlje¢enih
bolesnika bio znato viSi od pH ne izlijeCenih bolesnika. Potvrdena je
uspijeSna eradikacija bez obzira na bakterijsku osjetljivost na klaritromicin u
bolesnika kod kojih je 10% vremena pH u Zelucu bio < 4,0, uz prosjecni 24-
satni pH < 6,0 (152).

Farmakoterapijska istrazivanja su potvrdila mnoge Cimbenike koji dijeluju na
luCenje ZeluCane kiseline za vrijeme eradikacijske terapije: vrsta i doza IPP-a,

genotipski Cimbenici domacina: kao $to su polimorfizam citokromA P450
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2C19 (CYP2C19), viSestruko otporni transporter-1 (MDR1), polimorfizam
upalnih citokina. Tako stopa izlje€enja standardnom trojnom terapijom
znacajno ovisi o CYP2C19 genotipu: 72.7% kod brzih metabolizatora, 92.1% u
intermedijarnih i 97.8% u sporih metabolizatora. Kod brzih metabolizatora
inficiranih s klaritromicin rezistentnim sojem stopa izlje€enja H. pylori je
dramati¢no niska (7.1%) (159).

Od upalnih citokina koji se luce interleukin (IL)-18 i tumor nekrozis faktor

(TNF) inhibiraju lu€enje Zelu€ane kiseline (165).

1.6.1.3. Pridrzavanje uputa o uzimanju lijekova-suradljivost

Stopa neuspjeha izljeCenja povezana je sa slabijom suradljivos¢u bolesnika
(preskakanje doza, skradivanje vremenskog perioda terapije, pusenje) (153).
Meta analize su pokazale da je 14-dnevni tretman imao vecu stopu izlje€enja
od 7-dnevnog (166).

1.6.1.4. Cimbenici virulencije H. pylori

CagA status i eradikacijska terapija

Van der Hulst i sur. su prvi istrazili povezanost cagA i stope izljeCenja.
Izvjestili su 0 znacajno vecoj stopi izljeCenja kod bolesnika inficiranih s cagA
pozitivnim sojevima (73%) u odnosu na cagA negativne sojeve (52%) (167).
Neke studije su uspijele potvrditi orginalnu hipotezu (168-170), a neke nisu
nasle povezanost izmedu cagA i stope izljeCenja (171,172).

Objasnjenje povezanosti uspijeha ili neuspjeha terapije s cagA statusom
nalazi se u pojacanoj inflamaciji sluznice zeluca ¢emu pridonosi cagA
pozitivitet. Polimorfonuklearna infiltracija u antrumu bolesnika s viSim
stupnjem inflamacije (skor 2-3) povezuje se s znacajno veéom stopom
izlie€enja za razliku od onih s nizim stupnjem inflamacije (skor 0-1). Upala
povecava hiperemiju u sluznici, a time i bolju difuziju antibiotika (173).

Kao drugi mehanizam, navodi se da cagA pozitivni sojevi rastu brze od cagA
negativnih sojeva, a posto su antibiotici aktivniji tokom stani¢ne diobe,

djelotvorniji su na brzo rastuce bakterije za razliku od sporije rastucih (174).
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Kao tre¢i mehnizam navodi se utjecaj interleukina (IL)-1B8 Cija povecana
produkcija u odgovoru na H. pylori infekciju inhibira lu¢enje Zelu€ane kiseline.
Potvrdeno je da cagA pozitivni sojevi proizvode znatno vise IL-1B u Zelu€anoj
sluznici u usporedbi s cagA negativnim sojevima. Na taj nacin cagA negativni

sojevi postaju manje dostupni antibioticima i njihva eradikacija je niza.

VacA status i eradikacijska terapija

Nekoliko studija je izvjestilo o povezanosti izmedu vacA i izlje€enja. Neke su
nasle povecani rizik od neuspjeha eradikacije H. pylori i vacA s2 genotipa u
odnosu na sl genotip (169,170). Jedna studija opisala je zna€ajno povecan
rizik od neuspjeha eradikacije povezan s vacA ml genotipom u usporedbi s
m2 genotipom (175). Neke studije nisu nasle povezanost vacA i ishoda

lijeCenja (154).

DupA staus i eradikacijska terapija

Shiota i sur. prvi su pokusali u svojoj studiji nac¢i povezanost dupA stausa i
neuspjeha eradikacijske terapije. DupA prevalencija je bila ve¢a u
neeradiciranoj grupi u odnosu na eradiciranu grupu. U multivarijatnoj analizi
prilagodenoj za dob, spol, vrstu bolesti dupA je bio neovisan (u odnosu na
klaritomicinsku rezistenciju) rizi¢ni faktor za neuspijeh lijeCenja.

HistoloSki skor se nije razlikovao izmedu dupA pozitivne i dupA negativne
grupe, sugeriraju¢i da mehanizam nize stope izljeCenja u dupA pozitivnhoj
grupi nije bio uzrokovan histoloskim razlikama kakve vidamo u cagA
pozitivnih i cagA negativnih bolesnika. Lu€enje zelu€ane kiseline je znac¢ajno
veCe u dupA pozitivnih bolesnika u odnosu na dupA negativne (176), to
korelira sa pove¢anom razinom serumskog gastrina u dupA pozitivnih
bolesnika u odnosu na dupA negativne bolesnike sugerirajuci da je luCenje
zeluCane kiseline veée u dupA pozitivninh (176). Lu i sur. su izvjestili o
povezanosti dupA i povecanoj otpornosti na niski pH in vitro studiji. DupA

pozitivni sojevi mogu inducirati poveéanu koli€inu gastrina i poja¢ano lucenje
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ZeluCane kiseline, a pojacano lucenje zeluCane kiseline moZze biti povezano s
manjom stopom izlije€enja (133).
Moguc¢i su i drugi mehanizmi odgovorni za neuspijeh izlijeCenja, buduce

studije ¢e odgovoriti na ova pitanja.

Gustocéa H. pylori u zeluéanoj sluznici

Vecéa gustoca H. pylori uz postojanje intestinalne metaplazije smanjuje stopu
izlje€enja (170). Vecéa gustoca H. pylori u antralnoj sluznici povec¢ava antralnu
inflamaciju i uzrokuje nizu ekspresiju somatostatina. Zbog toga se povecava
luCenje gastrina, Sto pak vodi pojacanom lu€enju Zelu€ane kiseline i nastanku
duodenalnog ulkusa.

Poznato je da intestinalna metaplazija ima smanjenu sposobnost Iu€enja
kiseline zbog atrofi¢kih promijena u tijelu sluznice. Stoga je metaplazija s
atrofickim promijenama zastitni faktor od neuspijeha izlijeCenja (169).
Suprotno Zhao i sur. su izvjestili da intestinalna metaplazija moze smanijiti
uspijeh lije€enja, spekulirajuci da intestinalna metaplazija formira mikro-okolis

koji moze uzrokovati pad stope izlijeCenja (170).
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Cilj naSe studije bio je da se na temelju uCestalosti gena virulencije cagPAl
otoka H. pylori izolata i usporedbe s patohistoloskim promijenama zelu¢ane
sluznice pokusa izdvojiti skupina bolesnika kod koje se mora i dalje inzistirati
na eradikaciji H. pylori infekcije.

Ovom studijom obuhvatili smo bolesnike u kojih nismo uspjeli eradicirati H.
pylori infekciju nakon viSestrukih pokusaja lije¢enja, unato€ toga $to je terapija,
nakon jedan ili dva neuspjela pokusaja, bila kreirana prema testu antimikrobne
osjetljivosti. Najveci broj bolesnika imao je uredan ili tek bezazleni endoskopski
nalaz (erozije gastroduodenuma). S obzirom na sve veci broj bolesnika koji i
dalje imaju smetnje i benigan endoskopski nalaz, namece se pitanje: da li i
dalje kod takvih bolesnika inzistirati na eradikaciji H. pylori.

Na temelju dosadasnijih istrazivanja temeljenih na bioloSkoj vjerodostojnosti i
eksperimentalnoj epidemioloSkoj pouzdanosti moze se pretpostaviti da ce
prisutnost gena virulencije cag otoka patogenosti biti povezana s viSim
stupnjem kroni¢ne inflamacije sluznice Zeluca, neutrofilne aktivnosti, kao i s
prekanzeroznim lezijama (intestinalna metaplazija, atrofija), Sto u konacnici
moze dovesti do teskih gastroduodenalnih bolesti. Uz osjetljivost domacina,
djelovanje Cimbenika iz okoliSa, H. pylori cagPAIl gene virulencije i mnogi
drugi ¢imbenici virulencije H. pylori vjerojatno su odgovorni da neki inficirani
bolesnici ostanu bez simptoma (imaju samo gastritis utvrden histoloSkom
analizom), a neki razviju ozbiljnije gastroduodenalne bolesti, ili u najtezim
sluCajevima — malignu bolest. Dio odgovora pruziti e nam detekcija gena
virulencije cagPAl otoka ove skupine bolesnika u nasem zemljopisnom

podrucju.

Prema originalnim istrazivanjima dupA gen je zastupljeniji u bolesnika s
antrum predominantnim gastritisom koji uobi¢ajeno prati duodenalni ulkus, za
razliku od bolesnika s difuznim ili korpus predominantnim gastritisom, Kkoji
prati zelu€ani ulkus, pa i karcinom. Brojna druga istrazivanja su pokazala vrlo
kontradiktorne rezultate, potrdujuci postojanje razli€itih zemljopisnih varijacija
u distribuciji dupA i povezanosti s gastroduodenalnim bolestima. S obzirom

da u na$oj sredini nema nikakvih saznanja o ucestalosti i povezanosti dupA

27



gena s gastroduodenalnim bolestima i s obzirom na raznolikost rezultata
drugih studija teSko je za pretpostaviti rezultate naseg istrazivanja.

Prakti¢na vrijednost ovog rada je u stvaranju epidemioloSke slike o distribuciji
detektiranih cagPAI i dupA gena sjeverozapadne Hrvatske. Ti podaci mogu
biti osnova za epidemioloSku bazu podataka i usporedbu s drugim
zemljopisnim regijama.

Istrazivanjem je, naime, dokazano da postoji odredeno klonalno grupiranje u
pojedinim dijelovima svijeta otprije poznato kao razlika u distribuciji gena
pozitivnih sojeva. Ova pojava najvjerojatnije odgovara adaptaciji bakterije
pojedinoj etnickoj grupi populacije.

Danas je priznato mjesto molekularne dijagnostike u detekciji gena
rezistencije na odredene antibiotike direktno iz kliniCkih uzoraka. lako se
smatra da je uporaba molekularne dijagnostike za detekciju gena virulencije
u rutinskoj dijagnostici preskupa i nije preporuc¢ena za Siru uporabu, ona bi
trebala naci svoje mjesto u selektivnho odabranim bolesnicima u kojih se nije
uspijelo eradicirati infekciju uobi¢ajenim terapijskim protokolima, pa makar se
radilo i o H. pylori pozitivhoj ne-ulkusnoj dispepsiji sa blagom kliniCkom
slikom i urednim endoskopskim nalazom. Posebno se to odnosi na one, ma
kako bili rijetki, kod kojih histoloSki nalazi upucuju na opasnost od razvoja
tezih ili premalignih promjena Zelu€ane sluznice.

Nezanemariva je vrijednost rada je i u odredivanju antimikrobne rezistencije
H. pylori izolata. Radi se o sekundarnoj rezistenciji, koja po literaturi doseze
visoke vrijednosti u mnogim sredinama. Saznanje o rezistenciji nase skupine
bolesnika moze pomoc¢i u odabiru novih terapijskih shema pri ponovnim
pokuSajima erdikacije H. pylori infekcije, te korekciji postojec¢ih nacionalnih

smjernica lijeCenja.
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2. HIPOTEZE

1. Prisutnost gena virulencije cagPAIl otoka povezana je s viSim stupnjem

kroni¢nog aktivnog gastritisa i prekanzeroznim lezijama
2. Prisutnost dupA gena veca je u bolesnika s antrum predominantnim

gastritisom za razliku od bolesnika s difuznim ili korpus

predominantnim gastritisom
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3. CILJEVI

3.1. Osnovni cilj:

Detekcija gena virulencije cag otoka patogenosti i dupA gena Helicobacter
pylori izolata bolesnika nakon viSestruke neuspjele eradikacijske terapije i

usporedba s patohistoloSkim promjenama Zelu€ane sluznice.

3.2. Specifi€ni ciljevi:

1. Usporediti prisutnost intaktnog cagPAI, izbrisanog (deliranog) i
parcijalno izbrisanog cagPAl otoka s patohistoloSkim promjenama
Zelu€ane sluznice

2. Usporediti prisutnost dupA i cagPAI statusa

3. Odrediti antimikrobnu osjetljivost Helicobacter pylori izolata
odredivanjem minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) Epsilon-
testom (E-test)

4. Usporediti prisutnost gena virulencije cagPAl i dupA gena s

antimikrobnom osjetljivoScu
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Ispitanici i mjesto istrazivanja

Mikrobiolosko i molekularno istraZivanje bioptata provedeno je u Klinickom
zavodu za Klinicku i molekularnu mikrobiologiju KBC Zagreb, a
patohistolosko istrazivanje bioptata Zeluca u Zavodu za patologiju Klinicke
bolnice Merkur. Svi bolesnici u ovom istrazivanju obuhvaceni su projektom:
,Helicobacter pylori infekcija - evolucija bolesti i novi terapijski postupci®, br.
projekta 108-0000000-314 Medicinski fakultet Sveuciliste u Zagrebu i
Ministarstva znanosti Republike Hrvatske.

Ispitivanje je odobreno od od strane EtiCkog povjerenstva Klini¢ke bolnice

Merkur i KliniCkog bolni¢kog centra Zagreb.

U ispitivanje su ukljuena 103 bolesnika, 25 muskaraca i 78 Zena. Za sve
bolesnike je bilo karakteristicno da su proveli eradikacijsku terapiju ( jednom
ili viSe puta), a i dalje su imali jasno dokazanu Helicobacter pylori infekciju
(pozitivan nalaz bakterije u brzom ureaza testu, histoloskoj analizi sluznice
Zeluca, mikrobioloSkom izolacijom i molekularnom detekcijom). Bolesnici su
imali jasno izrazene i subjektivne tegobe. Svi bolesnici su potpisali informirani

pristanak prije istrazivanja.
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4.2. Uzorci

Uzorci za ispitivanje bili su bioptati Zelu€ane sluznice 103 bolesnika dobiveni
tijekom rutinskih, klini€ki indiciranih gastroduodenoskopija u endoskopskom
laboratoriju Klini¢ke bolnice ,Merkur® u periodu od 2008. do 2012. kod kojih je
izoliran H. pylori.
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4.3. Metode istrazivanja

U istrazivanju su koristene kliniCke, patohistoloSke i mikrobioloSke metode.

4.3.1. Klini¢ke i patohistoloSke metode

Ezofagogastroduodenoskopija

Ezofagogastroduodenoskopija (EFGD) napravlena je s Olympus
ezofagogastroduodenoskopima, a bioptiCki uzorci sluznice Zeluca uzimani su
biopsijskim klijestima. Pri svakoj EFGD uzimano je 7 ciljanih bioptickih
uzoraka sluznice Zeluca iz antruma i korpusa. Antralni uzorak je stavljen u
2% urea agar za brzu detekciju aktivnosti Helicobacter pylori ureaze.
Sljedec¢a 2 uzorka sluznice antruma, te 2 uzorka sluznice korpusa stavljena
su u 4% formalin za histoloSku analizu, a po jedan biopti¢ki uzorak sluznice
antruma i korpusa stavljeni su transportnu podlogu za izolaciju bakterije H.

pylori, tioglikolatni bujon.

Endoskopska dijagnoza klasificirana je u nekoliko kategorija:

neulkusna dispepsija (NUD)
zelu€ani ulkus (UV)
duodenalni ulkus (UD)
Zelu€ane erozije (EV)

duodenalne erozije (ED)

o 00k wpnRE

maligni tumori (C)

Potvrda Helicobacter pylori infekcije napravljena je:

1. brzim ureaza testom
2. patohistoloSkom analizom Zeluca

3. mikrobioloSkom izolacijom H. pylori
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Brzi ureaza test

Kod svih 103 bolesnika ucinjen je brzi ureaza test (Camphylobacter-like
organism-CLO test, Delta West, Bentley, Western Australia).

Uzorak tkiva Zeluca stavljen je u 2% urea polukruti agar. OcCitavano je nakon
20 minuta (razvoj crvene/ljubiCaste boje oko bioptiCkog uzorka znak je
pozitivnog testa), a kod negativnih nalaza jos i nakon 3 i 24 sata radi moguce

zaka$njele pozitivne reakcije.

Histoloska analiza sluznice zeluca

U svih 103 bolesnika uzorci bioptata Zeluca fiksirani su u standardnom 4%
neutralnom puferiranom formalinu, uklapani u parafin, serijski izrezani u

rezove debljine 3 mikrona. Rezovi su rutinski obojeni.

1. hemalaun-eozinom za standardnu histoloSku aanalizu

2. PAS (engl. periodic acid Schiff-alcijan) plavilom za dokaz intestinalne
metaplazije

3. modificiranim 2% Giemsa ili Warthin-Starry bojenjem za odredivanje

stupnja mukozne kolonizacije s H. pylori

Svaki uzorak mikroskopski je analiziran prema modificiranoj Sydney-skoj
klasifikaciji gastritisa. To je uklju€ivalo: prisutnost upalnih stanica
(inflamacija), aktivnost upale (prisutnost neutrofila), prisutnost i gustoéu H.
pylori, te prisutnost atrofije i intestinalne metaplazije (45).

Zastupljenost svakog od prva Cetri parametra stupnjevana je prema
kriterijima modificirane Sydney-ske klasifikacije gastritisa (0= nema, 1=
rijetko, 2= osrednje, 3= obilno), a intestinalne metaplazije su skorirane s
ima/nema, s obzirom da ni jedan bolesnik nije imao inkompletnu metaplaziju

[1'ili 1l stupnja. Sve prisutne metaplazije bile su | stupnja.
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4.3.2. MikrobioloSke metode

4.3.2.1. Konvencionalne mikrobioloSke metode

Izolacija Helicobacter pylori iz Zzelu€anih bioptata

Uzorci bioptata Zeluca (1 iz korpusa i 1 iz antruma) pohranjeni su u
tioglikolatni bujon i ¢uvani na 4°C do nasadivanja (maksimalno 24 sata od
uzimanja).

Uzorci ZeluCanih biopsija mehaniCki su oslobodeni sluzi struganjem sa
sterilnim iglama. Nakon toga su usitnjeni i naneseni na povrsinu hranjive
podloge. Manji dio usitnjenog uzorka (otprilike 1/5) je podijeljen u dva dijela
od kojih je jedan dio inokuliran u epruvete s reagensom za test ureaze
(BioMerieux), a drugi iskoriSten za izradu mikroskopskog preparata bojenog
po Gramu. Uzorci su nasadeni na Columbia agar s dodatkom 7%-tne konjske
krvi i selektivnim suplementom za uzgoj H. pylori (OxoidSR127).

PloCe su inkubirane uz 100% vlaznost pri 37° C 3-5 dana u mikroaerofilnoj
atmosferi u anaerobnim loncima (10% CO,, 5% O, 85% Ny). Mikroaerofilna
atmosfera postignuta je korisStenjem Gas Pak vrecica za anaerobne bakterije
bez katalizatora (BioMerieux) i dodavanjem vode u svrhu ovlazivanja. Od
treCeg dana inkubacije ploCe su svakodnevno provjeravane za pojavu rasta
bakterija.

Izolat je identificiran na temelju karakteristiche makromorfologije,
mikroskopskog preparata i biokemijskih testova. Makroskopski su H. pylori
male, prozirne, konvekse kolonije nalik na kapi rose, do 3 mm promjera.
Mikroskopski su zavijeni gram-negativni Stapi¢i koji u starijim kulturama
poprimaju kokoidni oblik.

Biokemijski su izolati identificirani testom katalaze, ureaze i oksidaze. Za test
katalaze se na predmetno stakalce nanese 2-3 porasle kolonije H. pylori
staklenim Stapi¢em i kapne kap 3%-tnog H>O,. Pojava mjehuri¢a je znak
aktivnosti katalaze. Za test ureaze su 2-3 kolonije stavljene u epruvetu s 0,5
mL urea-indol testa (Bio-Merieux). Pojava ljubi¢aste boje je dokaz aktivnosti

ureaze. Za test oksidaze se 2-3 izolirane kolonije staklenim Stapi¢éem nanesu
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na disk impregniran reagensom (BioMerieux), a pojava plave boje dokaz je
oksidaza pozitivhog testa.
Svi potvrdeni izolati H. pylori pohranjeni su u brucela bujonu s 10%-tnim

glicerolom u teku¢em dusiku na - 80°C.
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Testiranje osjetljivosti na antimikrobna sredstva

Testiranje osjetljivosti na antibiotike napravljeno je metodom odredivanja
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) Epsilometer testom (E-test)
(kombinacija difuzijske metode i odredivanja MIK-a) (BioMerieux- France).

Za testiranje antimikrobne osjetljivost napravljena je bakterijska suspenzija 3
McFarland i nanesena na Columbia agar s dodatkom 5-10% defibrinizirane
konjske krvi. Nakon apsorpcije suspenzije u agar nanesu se E-test trakice na
povrSinu. Inkubacija je 3 i viSe dana u termostatu u mikroaerofilnim uvijetima.
Koncentracija antibiotika koja inhibira rast bakterije ocitava se direktno sa skale
na traci na mjestu gdje rast mikroorganizma u obliku elipse sijeCe test traku.
Tablica 1 prikazuje vrijednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK)
koje su koriStene kao interpretacijski standard za ispitivanje osjetljivosti H.
pylori prema European Committe on Antimicrobial susceptibility testing
(EUCAST) standardima (177).

Tablica 1. Antimikrobna sredstva i interpretacijski standardi minimalnih
inhibitornih koncentracija za ispitivanje osjetljivosti H. pylori prema EUCAST
standardima

Antibiotik Osjetljivo MIK (mgiL) | 2 oo MIK
Amoksicilin <0.12 >0.12
Azitromicin <0.25 >0.5
Klaritromicin <0.25 >0.5
Metronidazol <8 >8
Levofloksacin <1 >1

MIK- minimalna inhibitorna koncentracija
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4.3.2.2. Molekularne mikrobioloske metode

Izolacija deoksiribonukleinske kiseline Helicobacter pylori

Izolacija DNA (engl. Deoxyribonucleic Acid; DNA) napravljena je pomocu
komercijalnog kita High Pure PCR Template Preparation Kit, Version 16
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) prema uputi proizvodaca prema

standardnom protokolu.

Prije postupka izolacije uvijek se ukljucio termo-block (Thermomixer comfort)
na 70°C i otopila Proteinaza K.

Proteinaza K (liofilizat) otopila se u 4.5 ml sterilne destilirane H,O, podijelila u
alikvote i pohranila na - 20° C (stabilno na -15°C do -20°C 12 mjeseci).

U epruvete od 1.5 ml za mikrocentrifugiranje resuspendiralo se 10-15
kolonija (oko 10° CFU/mI) H. pylori s 200 pl pufera za liziranje tkiva (Tissue
Lysis Buffer). Sadrzaj je vorteksiran u centrifugi. Nakon toga dodano je 200l
pufera za vezivanje (Binding Buffer) i 40ul Proteinaze K. Sadrzaj je
vorteksiran. Nakon toga epruvete su inkubirane 10 minuta na 70°C u termo
bloku. Nakon inkubacije epruvete su stavljene u centrifugu 5 s da se s
Cepova spusti kondenzat ( engl. spindown). Dodano je 100 ul izopropanola i
ponovo vorteksirano. Zatim je cijeli sadrzaj (oko 600ul) prebacen u Ciste filter
epruvete. Nakon centrifugiranja 1 minutu na 8000 x g, supernatant je
prebacen (sadrzi DNA) u novu 1.5 ml epruvetu. Dodano je 500 pul pufera za
odstranjivanje inhibitora (Inhibitor Removal Buffer) i ponovno se centrifugiralo
1 min. na 8000 g. Supernatant se ponovo prebacio u novu epruvetu, te se
dodalo 500 pl pufera za ispiranje (Wash Buffer), centrifugiralo 1 min. na 8000
x g. Odbacio se sadrzaj, a supernatant prebacio u novu epruvetu i
centrifugirao 10 sekundi na 13000 x g. Supernatant se prebacio u nove
epruvete s ¢epom od 1.5 ml , dodalo se 200 ul prethodno zagrijanog pufera
za eluciju (Elution Buffer) na 70°C. Jo$ jednom se centrifugiralo 1 min. na
8000 x g.

Konacan rezultat je isprana DNA u epruvetama koje su pohranjene na -20°

do slijedeceg procesa.
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Umnazanje DNA metodom lanéane reakcije polimeraze (engl.
Polymerase Chain Reaction; PCR)

Za tipizaciju 13 gena koriSteno je 26 parova pocetnica. Tablica 2 prikazuje
pocetnice, njihove sekvence i veliCinu PCR produkta. Set po€etnica (P1 i P2)
koji amplificiraju Ag gen, prisutan u svih H. pylori koriSten je kao pozitivha
kontrola izolata. PoCetnice (SIGMA) su isporucene liofilizirane. U sterilnom
kabinetu liofilizirane pocetnice su otopljene s PCR vodom (Sigma), mililitri
vode navedeni u originalnoj uputi proizvodaCa za svaku pocetnicu. Od
dobivene koliine odvojeno je 50ul i razrijedeno sa dodatnih 450 ul PCR
vode. Osnovni tok i razrijedena otopina pocetnica pohranjeni su na -20°C.

U sterilnoj epruveti se za svaki od 13 navedenih parova pocetnica izmjesSalo
25.0 pl ukupnog reakcijskog volumena; 12.5 yl master mix-a (eng. master

mix) 5.5 pl PCR vode, 2 ul svake pocetnice (*3, 5 ), 3ul izolirane DNA.
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Tablica 2. Poé€etnice koristene u istrazivanju

Gen Pocetnica Sekvenca pocetnice Ver:i(zigjk':gR
cagM Cag 5 ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGC 586 bp
Cag 6 ATTTTTCAACAAGTTAGAAAAAGCC
tnpA Cag10 ATCAGTCCAAAAAGTTTTTTCTTTCC 344 bp
Cagl1 TAAGGGGGTATATTTCAACCAACCG
tnpB Cag 8 ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGC 569 bp
Cag 9 AGCTAGGGAAAAATCTGTCTATGCC
cagE CagE-F1 ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGC 329 bp
CagE-R1 GAAGTGGTTAAAAAATCAATGCCCC
cagT CagT-F1 | CCATGTTTATACGCCTGTGT 301bp
CagT-R1 CATCACCACACCCTTTTGAT
cagA3 CagA-F1 | AACAGGACAAGTAGCTAGCC 701 bp
CagA-R1 TATTAATGCGTGTGTGGCTG
cagA2 CAG-1 AGACAACTTGAGCGAGAAAG 320 bp
CAG-2 TATTGGGATTCTTGGAGGCG
cagAl CagA-F2 | ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGC 349 bp
CagA-R2 | CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA
Apcag CagA-R2 | CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA 730 bp
AP-F1 GTGGGTAAAAATGTGAATCG
LEC LEC-F1 ACATTTTGGCTAAATAAACGCTG 320-550 bp
LEC-R1 TCTCCATGTTGCCATTATGCT
Ag P1 TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC 298 bp
P2 CGTGCTGGGCATACTTCACCATG
jhp0917 | JHP0917F | TGGTTTCTACTGACAGAGCGC 307bp
JHP0917R | AACACGCTGACAGGACAATCTCCC
jhp0918 | JHPO0918F | CCTATACGCTAACGCGCGCTC 276 bp
JHPO918R | AAGCTGAAGCGTTTGTAACG

Umnazanje (amplifikacija) DNA provedeno je aparatu Thermal Cycler,
GeneAmp® PCR Systems 97000, Applied Biosystems.
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Termalni ciklusi bili su razliiti za pojedine gene.

Za gen cagAZ2 (178) reakcija amplifikacije se odvijala slijedom koji je naveden:

- razdvajanje dvostrukog DNA lanca (denaturacija) na temperaturi
94 °C, tijekom 5 min

- 27 ciklusana 94°C 30 s

- vezanje pocCetnica na komplementarnu sekvencu DNA (engl.
annealing) na temperaturi 53°C, tijekom 30 s

- produljivanje pocetnice pomocu DNA polimeraze (ekstenzija) na
temperaturi 72°C, tijekom 30 s

- finalna ekstenzija na temperaturi 72°C, tijekom 7 min

Za gene cagM, tnpA, tnpB (179):

- razdvajanje dvostrukog DNA lanca (denaturacija) na temperaturi
94°C, tijekom 1 min

- 35 ciklusa na 94°C 1 min

- vezanje pocCetnica na komplementarnu sekvencu DNA (engl.
annealing) na temperaturi 53°C, tijekom 3 min

- produljivanje pocetnice pomocu DNA polimeraze (ekstenzija) na
temperaturi 72 °C, tijekom 1.5 min

- finalna ekstenzija na temperaturi 72 °C, tijekom 10 min

Za gene cagAl, cagA3, cagT, cagE, Apcag (102):

- razdvajanje dvostrukog DNA lanca (denaturacija) na temperaturi
94°C, tijekom 5 min

- 40 ciklusana 94°C 30 s

- Vezanje pocCetnica na komplementarnu sekvencu DNA (engl.

annealing) na temperaturi 52 °C, tijekom 30 s
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- produljivanje pocetnice pomocu DNA polimeraze (ekstenzija) na
temperaturi 72°C, tijekom 1.5 min

- finalna ekstenzija na temperaturi 72°C, tijekom 10 min

Za gen Ag (180):

- razdvajanje dvostrukog DNA lanca (denaturacija) na temperaturi
94 °C, tijekom 5 min

- 40 ciklusa na 93°C 1 min

- Vezanje pocetnica na komplementarnu sekvencu DNA (engl.
annealing) na temperaturi 57°C, tijekom 2 min

- produljivanje pocetnice pomocu DNA polimeraze (ekstenzija) na
temperaturi 70°C, tijekom 2 min

- finalna ekstenzija na temperaturi 72°C, tiekom 10 min

Za gen LEC (181):

- razdvajanje dvostrukog DNA lanca (denaturacija) na temperaturi
95 °C, tijekom 5 min

- 35ciklusana 94°C40 s

- Vezanje pocCetnica na komplementarnu sekvencu DNA (engl.
annealing) na temperaturi 55°C, tijekom 60 s

- produljivanje pocetnice pomocu DNA polimeraze (ekstenzija) na
temperaturi 72°C, tijekom 2 min

- finalna ekstenzija na temperaturi 72°C, tijekom 10 min
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Za gene jhp0917 i jhp0918 (133):

- razdvajanje dvostrukog DNA lanca (denaturacija) na temperaturi
94°C, tijekom 5 min

- 35 ciklusa na 94°C 2 min

- Vezanje pocetnica na komplementarnu sekvencu DNA (engl.
annealing) na temperaturi 57°C, tijekom 30 s

- produljivanje pocetnice pomocu DNA polimeraze (ekstenzija) na
temperaturi 72°C, tijekom 1 min

- finalna ekstenzija na temperaturi 72°C, tijekom 7 min

Kontrolni sojevi CCUG 17874 i 47164 koriSteni su kao pozitivne kontrole, a

destilirana voda kao negativna kontrola.
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Detekcija PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu

Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 2% agaroznom gelu.
Deset ul dobivenog PCR produkta i 1 ul boje (gel loading buffer) aplicirano je
na agaroza gel koji je po zavrSetku elektroforeze (100 V, 60 min) obojen etidij
bromidom, te fotografiran pod ultravioletnim svjetlom. Za odredivanje veli€ine
PCR produkata koristen je DNA Molecular Weight Marker XIV (100-500 bp)

(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
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4.4. Kemikalije

Mikrobioloske podloge

Tioglikolatni bujon
bio triptikaza 15 g/l
I-cistein 0,5 g/l
dekstroza 5g/L
ekstrkt kvasca 5g/I
NaCl 2,5 g/L

Na tioglikolat 0,5 g/l
Rezaurin 0,001 g/l
Agar 0,75 g/L

Columbia agar baza s konjskom krvi i antibiotskim suplementom

Otopiti 42,5 g praha (BioMerieux) u 1L destilirane vode. Grijati uz Cesto
mijeSanje do vrenja, da se potpuno otopi prah. Autoklavirati pri 120° C 15
minuta. Ohladiti bazu na 45-50° C i dodati 7% sterilne defibrinirane konjske
krvi te antibiotski suplement SRO147E.

Helicobacter pylori

Selective Supplement (Dent) SR0147 (Oxoid)
Vankomicin 5,0 mg

Trimethoprim 2,5 mg

Cefsulodin 2,5 mg

Amphotericin B 2,5 m

Brucella bujon (BD BBL Brucella Broth)

GENbox (BioMerieux) - Gas pak vreCice bez katalizatora za postizanje

mikroaerofilne atmosfere.
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Odredivanje antimikrobne osjetljivosti
E testovi (BioMerieux- France)

Izolacija DNA

Komercijalni kit : ,High Pure PCR Template Preparation Kit" Version 16,0

(Roche Diagnostics, Njemacka)

Lan€ana reakcija polimeraze

Pocetnice (SIGMA)

PCR Master Mix (Roche Diagnostics) - komercijalni set, sadrzi PCR vodu i
Master Mix, 2X. PCR Master Mix ve¢ pripremljena otopina u sastavu: Taq

DNA Polymerase, dNTPs, MgCl; i reakcijski pufer.

Detekcija produkata

Agaroza (2%) (Sigma
Agaroza 2 g otopiti u 100 ml 1x TAE pufera

TAE pufer 1x

Tris-HCI 0,04 M

NaCl 0,02 M

EDTA 2 mM

Na - acetat 0,02 MpH 8,3

Loading pufer (eng. Loading Buffer) (Sigma)
Bromfenol plavo 0,25 %

Xilen cijanol  0,25%

Ficoll 400 u vodi 25%
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DNA molekularni marker, (Roche Diagnostics)

Digestijom dobiveni fragmenti DNA razlike 100 parova baza

Etidij bromid
10 mg etidij-bromida na 1ml destilirane vode. Dugo otapati na mjesalici dok

nije sav otopljen. Cuvati na tamnom.
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4.5. Medicinski uredaiji i pribor

Lonci za anaerobnu inkubaciju Medias

Vortex Sarstedt

Automatske pipete Eppendorf Research

Centrifuga Abott

Termoblok Abott

Aparat za umnazanje DNK, GeneAmp® PCR Systems 97000, Applied
Biosystems

Oprema za elektroforezu, Submarine Cosulich

Spektrofotometar, Metertech 960
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4.6. StatistiCka analiza

Statisticke analize provedene su u statistitkom programskom paketu
STATISTICA verzija 12 (StatSoft Inc., OK, SAD), a graficki prikazi rezultata
pripremljeni su u programu Excel® 2013 (Microsoft® Corporation, SAD).
Kvalitativne/kategorijske varijable prikazane su kao broj i udio (%).
Kvantitativne varijable prikazane su kao aritmeticka sredina (AS) i
standardna devijacija (SD). Usporedba medu skupinama za kvalitativhe
varijable provedena je hi-kvadrat (x2) testom ili Fisherovim egzakt testom
ovisno o raspodijeli. Usporedba medu skupinama za kvantitativne varijable
provedena je Studentovim t-testom (t) ili Mann-Whitney U-testom (Z) ovisno
o raspodjeli ili analizom varijance (ANOVA). Ocjena povezanosti medu
kvalitativnim varijablama provedena je Spearmanovim koeficijentom
korelacije (R) ili logistickom regresijskom analizom. Rezultat logisticke
regresijske analize prikazan je kao omjer Sansi (OR) uz 95%-tni interval
pouzdanosti. StatistiCki znaCajnima smatrani su rezultati svih analiza uz

vjerojatnost manju od 5% (P<0.05).
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5. REZULTATI

5.1. Opce znacajke bolesnika

5.1.1. Bolesnici prema dobi i spolu

U ispitivanje su uklju€eni uzorci 103 bolesnika prosje¢ne dobi (SD) 55.8
(¥11.8) godina (raspon 28-81 godinu, Graf 1), od Cega je 78 (80.34 %)
bolesnika bilo Zenskog spola, a 25 (25.75%) musSkaraca. Nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u raspodjeli dobi ispitanika prema spolu iako su
muskarci bili prosje€no mladi (muskarci, 52.4+12.2 god.; Zene, 56.9111.5
god.; t=1.674, P=0.097; Graf 1).
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Graf 1. Raspodjela bolesnika prema dobi i spolu (N=103)
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5.1.2. Bolesnici prema subjektivnim tegobama

Od subjektivnih tegoba bolesnici su najéeS¢e naveli bol u epigastriju (n=59),
Zgaravicu (n=39), mucninu (n=16) te napuhnutost (n=12), bilo kao jedan
simptom ili u kombinaciji s preostala tri.

Od 103 bolesnika njih 4 navelo je tri simptoma, 19 bolesnika imalo je dva

simptoma, a preostalih 80 navelo je samo jedan simptom.

Tablica 3 i Graf 2 prikazuju raspodjelu bolesnika prema subjektivnim

tegobama.

Tablica 3. Raspodjela bolesnika prema subjektivnim tegobama

Subjektivne tegobe Broj (%)

Bol u epigastriju 59 (57.3%)

Zgaravica 41 (39.8%)
Mucnina 16 (15.5%)
Napuhnutost 12 (11.7%)

Ucestalost simptoma

mucnina

Zgaravica

Simptom

]
]

napuhnutost |
]

bol u epigastriju

0 10 20 30 40 50 60 70

Graf 2. Raspodjela bolesnika prema subjektivnim tegobama
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5.1.3. Bolesnici prema endoskopski utvrdenim dijagnozama

Neulkusnu dispepsiju (NUD) imalo je 68 (66.0%) bolesnika, erozije/ulkus
Zeluca (EUV) 22 (21.4%), a erozije/ulkus duodenuma (EUD) 13 (12.6%)
bolesnika.

Tablica 4 i Graf 3 prikazuju raspodjelu bolesnika prema endoskopski

utvrdenim dijagnozama.

Tablica 4. Raspodjela bolesnika prema endoskopski utvrdenim dijagnozama

(N=103)
Endoskopski
utvrdena Broj (%)
dijaghoza
NUD 68 (66.0%)
EUV 22 (21.4%)
EUD 13 (12.6%)

NUD - neulkusna dispepsija, EUV-erozije/ulkus zeluca, EUD-erozije/ulkus duodenuma

ENUD EWEUV EEUD

Graf 3. Raspodjela bolesnika prema endoskopski utvrdenim dijagnozama
(N=103)

NUD - neulkusna dispepsija, EUV-erozije/ulkus Zeluca, EUD-erozije/ulkus duodenuma
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5.1.4. Bolesnici prema patohistoloSkom nalazu sluznice zeluca

PatohistoloSkom analizom sluznice Zeluca dobiveni su rezultati o
zastupljenosti  pojedinih  stupnjeva histoloskih parametara gastritisa
(inflamacija, aktivnost, atrofija, gusto¢a H. pylori, metaplazija - klasificirano

prema Sydneyskom sustavu) prikazani u Tablici 5.
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Tablica 5.

PatohistoloSke karakteristike bolesnika (N=103)

Karakteristike Pozitivho | Skor | Broj (%) | AS (SD)
Antrum | Aktivhost 68 (66%) 0 35 (34.0)
1 |50 (48.5)
2 15 (14.6)
3 3(2.9
Inflamacija 103 (100%) 1 35 (34.0)
2 |65(63.1)
3 3(2.9
Inflamatorni skor 2.5(1.1)
Atrofija 7 (6.8%) 0 |96(93.2)
1 7 (6.8)
Metaplazija* 25 (24.3%) 0 | 78(75.7)
1 |125(24.3)
H. pylori 92 (89.3%) 0 11 (10.7)
1 |33(32.0)
2 |34(33.0
3 [25(24.3)
Ukupni skor 4.5 (1.8)
Korpus | Aktivnost 64 (62.2 %) 0 39 (37.9)
1 |53(51.5)
2 11 (10.7)
Inflamacija 103 (100%) 1 55 (53.4)
2 | 43(41.7)
3 5 (4.9
Inflamatorni skor 2.2 (1.0)
Atrofija 5 (4.9%) 0 |98(95.1)
1 4 (3.9)
2 1(1.0)
Metaplazija* 14 (13.6%) 0 89 (86.4)
1 |14(13.6)
H. pylori 99 (96.1%) 0 4 (3.9)
1 |61(59.2
2 |25(24.3)
3 13 (12.6)
Ukupni skor 3.8 (1.5)
Ukupni skor antrum+korpus 8.4 (2.5)

AS — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija,

* klasificirano prema Sydneyskom sustavu: metaplazija nije utvrdena=0, metaplazija=1.




U korpusu Zeluca inflamacija je bila prisutna u svih 103 (100%) bolesnika,
pri Eemu su najzastupljenije bile promjene prvog stupnja (55/103 bolesnika,
53.4 %), a drugog stupnja u 43/103 bolesnika (41.7%) te tre¢eg stupnja u
5/103 bolesnika (4.9%). Aktivhost upale bila je prisutna u 64/103 bolesnika
(62.2%), pri Cemu je prvi stupanj promjena bio najzastupljeniji (53/103
bolesnika, 51.5%), a drugi stupanj je imalo 11/103 bolesnika (10.7%).

Atroficne promjene bile su prisutne u 5/103 (4.9%) bolesnika, a metaplazija u
14/103 bolesnika (13.6%) (Tablica 5 i Graf 4).

KORPUS
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Graf 4. Raspodjela histoloSkih parametara u korpusu zeluca (N=103)
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U antrumu zeluca inflamacija je bila prisutna u svih 103 (100%) bolesnika,
pri ¢emu su najzastupljenije bile promjene drugog stupnja (65/103 bolesnika,
48.5%), a prvog stupnja u 35/103 bolesnika (34.0%) te tre¢eg stupnja u
3/103 bolesnika (2.9%). Aktivnost upale bila je prisutha u 68/103 (66%)
bolesnika pri ¢emu je prvi stupanj promjena bio najzastupljeniji (50/103
bolesnika, 48.5%). AtrofiCne promjene bile su prisutne u 7/103 (6.8%)

bolesnika, a intestinalna metaplazija u 25/103 (24.3%) bolesnika (Tablica 5 i
Graf 5).
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Graf 5. Raspodjela histoloskih parametara u antrumu zeluca (N=103)

56



5.2. UCestalost i karakteristike cagPAIl u Helicobacter pylori
izolatima

Od 103 H.pylori izolata, 16 izolata (15.5%) je imalo izbrisani cagPAl, a 87
(84.5%) izolata parcijalno izbrisani cagPAIl. Nijedan izolat nije posjedovao
intaktni/kompletni cagPAI (Graf 6).

90
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60 W izbrisani cagPAl

50 M parcijalno izbrisani cagPAl

%

40 H kompletni cagPAl

30
20
10

Graf 6. Ucestalost cagPAl u Helicobacter pylori izolatima (N=103)
Analiza uCestalosti broja gena po svakom pojedinom parcijalno izbrisanom

cagPAIl (n=87) pokazala je da je najviSe bilo cagPAI sa 6 gena, zatim sa 7
gena, slijede sa 5, 8, 1, 2, 4, 9, 3 gena (Tablica 6, Graf 7).

Tablica 6. Uéestalost broja gena u parcijalno izbrisanim cagPAIl (n=87)

. BEOJ' Broj pozitivnih cagPAIl gena

izolata

Hpylori | 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Broj (%) 5 4 1 2 9 31 27 6 2
1) | (5.8%) | (4.6%) | (1.2%) | (2.3%) | (10.3%) | (35.6%) | (31.1%) | (6.9%) | (2.3%)
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Graf 7. Distribucija broja gena u parcijalno izbrisanim cagPAI (n=87)

Analiza vrste gena po svakom pojedinaénom parcijalno izbrisanom cagPAl
(n=87) pokazala je da najveci broj cagPAI, njih 24, ima kombinaciju slijedecih
gena: cagAl, cagA2, cagE, cagM, cagT, Apcag, LEC. Slijedi 19 izolata s
kombinacijom gena cagAl, cagA2, cagE, cagM, cagT, Apcag; 5 izolata s
kombinacijom cagAl, cagA2, cagE, cagM, cagT, LEC. Ostale kombinacije
gena zastupljene su u manjem broju (1-3) izolata (Tablica 7).
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Tablica 7. Kombinacije gena u parcijalno izbrisanim cagPAIl (n=87)

Pozitivni cagPAI geni Broj %

A1 A2 EMT Apcag LEC 24 23.3
A1 A2 EMT Apcag 19 18.4
A1A2EMT LEC 5 4.9
Al A2 E M Apcag 3 29
Al A2 E M tnpA T Apcag LEC tnpB 3 29
LEC 3 2.9
ALA2EMT 3 29
Al A2 ASBEMT Apcag 2 1.9
Al A2 A3E M T Apcag LEC 2 1.9
A1 A2 EM T Apcag LEC tnpB 2 1.9
A1 E M T Apcag LEC 2 1.9
Al A2 E MtnpA T Apcag LEC 2 1.9
tnpA tnpB 2 1.9
A1A3ETLEC 1 1.0
Al A2 E M Apcag LEC 1 1.0
Al A2 E M tnpA Apcag 1 1.0
Al T Apcag LEC 1 1.0
E tnpA tnpB 1 1.0
AlE 1 1.0
A1 A2 EMLEC 1 1.0
A2 1 1.0
Al 1 1.0
EMTLEC 1 1.0
A1 A2 M T Apcag LEC 1 1.0
E 1 1.0
E tnpA 1 1.0
A2 EM T Apcag LEC 1 1.0
A2 EM T Apcag 1 1.0

Al-cagAl, A2-cagA2, E-cagE, M-cagM, T-cagT, A3- cagA3



5.3. Karakteristike bolesnika prema tipu cagPAl

Tablica 8. prikazuje razdiobu bolesnika prema spolu, dobi i simptomima u

odnosu na izbrisani i parcijalno izbrisani cagPAl.

Tablica 8. Bolesnici prema tipu cagPAl

Izbrisani Parcijalno | Statistika
cagPAl izbrisani
cagPAl
16 (15.5%) | 87 (84.5%)
Spol Muskarci 4 (16%) 21 (84%) x2=0.005
Zene 12 (15.4%) | 66 (84.6%) | P=0.941
Dob (god.) | AS£SD 55.2+15.5 55.9+11.1 | t=0.225, P=0.822
Simptomi | bol u epigastriju | 10 (62.5%) | 49 (56.3%) | x2=0.211,
napuhnutost 1 (6.3%) 11 (12.6%) | P=0.646
Zgaravica 7 (43.8%) | 34 (49.1%) | x2=0.537,
mucnina 4 (25%) 12 (13.8%) | P=0.464
¥x2=0.123,
P=0.726
¥X2=1.294,
P=0.255

AS - aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija.

Iz Tablice 8 je vidljivo da statistitkom obradom nije utvrdena statistiCki

znacCajna razlika za raspodjelu tipa cagPAIl prema spolu (x2=0.005, df=1,

p=0.941) ili prema subjektivnim simptomima (P>0.250 za sve simptome). Nije

utvrdena niti statistiCki znaCajna razlika u dobi bolesnika prema tipu cagPAI
(t=0.225, P=0.822).
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5.4. Endoskopske dijagnoze prema tipu cagPAl

NajviSe izbrisanih cagPAl bilo je u skupini bolesnika s neulkusnom
dispepsijom 9 (13.2%), a najmanje u bolesnika s erozijom/ulkusom
dudenuma 2 (15.4%). Bolesnici s neulkusnom dispepsijom imali su i najviSe
parcijalno izbrisanih cagPAI 59 (86.8%) (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela endoskopskih dijagnoza prema tipu cagPAl

Endoskopska dg | Parcijalno izbrisani | Izbrisani cagPAlI
cagPAl

EUV 22 (21.4%) 17 (77.3%) 5 (22.7%)

EUD 13 (12.6%) 11 (84.6%) 2 (15.4%)

ND 68 (66.0%) 59 (86.8%) 9 (13.2%)

NUD- neulkusna dispepsija, EUV-erozije/ulkus Zeluca, EUD-erozije/ulkus duodenuma

Statistickom obradom nije utvrdena statisticki znaCajna razlika raspodjele tipa

cagPAIl prema endoskopskim dijagnozama (x2=1.142, df=2, p=0.565; Tablica 9).
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5.5. Patohistoloske promjene zelu€ane sluznice prema tipu
cagPAl

U Tablici 10 prikazana je distribucija izbrisanog cagPAI i parcijalno izbrisanog
cagPAI u sklopu patohistoloskih promjena zelu€ane sluznice antruma i korpusa.
U antrumu Zeluca inflamacija je prisutna u svih 103 (100%) bolesnika, pri ¢emu
je parcijalno izbrisani cagPAIl najzastupljeniji u bolesnika s upalnim promjenama
drugog stupnja, 56/87 bolesnika (64.4%), prvog stupnja u 28/87 bolesnika
(32.2%) i tre¢eg stupnja u manjem broju bolesnika, 3/87 (3.4%).

Aktivnost upale prisutna je u 68/103 (66%) bolesnika, pri ¢emu je parcijalno
izbrisani cagPAIl najzastupljeniji u bolesnika s prvim stupnjem aktivnosti upale
33/87 (37.9%).

Atroficne promjene prisutne su u 5/87 (5.7%) bolesnika s parcijalno izbrisanim
cagPAI, a intestinalna metaplazija u 22/87 (25.3%) bolesnika s parcijalno
izbrisanim cagPAlI (Tablica 10).

U korpusu Zeluca inflamacija je prisutna u svih 103 (100%) bolesnika, pri ¢emu
je parcijalno izbrisani cagPAIl najzastupljeniji u bolesnika s upalnim promjenama
prvog stupnja, 45/87 (51.7%) bolesnika, slijedi parcijalno izbrisani cagPAIl u
promjenama drugog stupnja u 37/87 (42.5%) bolesnika i u 5/87 (5.7%)
bolesnika s promjenama tre¢eg stupnja.

Aktivnost upale je prisutna u 64/103 (62.2%) bolesnika pri ¢emu je parcijalno
izbrisani cagPAI najzastupljeniji u bolesnika s prvim stupnjem aktivnosti upale,
46/87 (52.9%) bolesnika. Drugi stupanj aktivhosti imalo je 9/87 (10.3%)
bolesnika s parcijalno izbrisanim cagPAI (Tablica 10).

Atrofi€ne promjene 1 i 2 stupnja prisutne su u 4/87 (4.5%) bolesnika s parcijalno
izbrisanim cagPAI, a intestinalna metaplazija u 12/87 (13.8%) bolesnika s
parcijalno izbrisanim cagPAI (Tablica 10).

Iz Tablice 8 je vidljivo da nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika patohistoloskih
promjena izmedu bolesnika s izbrisanim cagPAIl i onih s parcijalno izbrisanim

cagPAl (p>0.05 za sve varijable koje opisuju patohistoloSke promjene).
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Tablica 10. Patohistoloske promjene zelu¢ane sluznice prema tipu cagPAI

Karakteristike Skor Izbrisani | Parcijalno | Statistika
cagPAIl | Izbrisani
cagPAlI
Antrum | Aktivnost 0 33(37.9) | Z=1.347, P=0.178
2 (12.5)
1 11 (68.7) 39 (44.8)
2 3 (18.8) 12 (13.8)
3 ' 3(3.4)
Inflamacija 1 7 (43.8) 28 (32.2) | Z=0.851, P=0.395
2 9 (56.2) 56 (64.4)
3 ' 3(3.4)
Inflamatorni skor | AS+SD | 2.6+1.0 2.5+1.1 t=0.331, P=0.741
Atrofija 0 14 (87.5) | 82(94.3) | Z=0.423, P=0.672
1 2 (12.5) 5(5.7)
Metaplazija 0 13(81.3) | 65(74.7) | Z=0.410, P=0.682
1 3(18.7) | 22 (25.3)
H. pylori 0 3(18.7) 8(9.2) Z=0.542, P=0.588
1 4 (25) 29 (33.3)
2 6 (37.5) | 28(32.2)
3 3(18.7) | 22 (25.3)
Ukupni skor AStSD | 4.5+1.8 4.6+1.8 t=0.108, P=0.915
Korpus | Aktivnost 0 7 (43.7) | 32(36.8) | Z=0.305, P=0.760
1 7 (43.7) | 46 (52.9)
2 2 (12.5) 9 (10.3)
Inflamacija 1 10 (62.5) 45 (51.7) | Z=0.815, P=0.415
2 6 (37.5) 37 (42.5)
3 ' 5(5.7)
Inflamatorni skor 2.11£1.0 2.331.0 |t=0.754, P=0.453
Atrofija 0 15 (93.7) 83 (95.4) | Z=0.096, P=0.924
1 1(6.3) 3(3.4)
2 ' 1(1.1)
Metaplazija 0 14 (87.5) | 75(86.2) | Z=0.077, P=0.938
1 2(12.5) | 12(13.8)
H. pylori 0 1(6.3) 3(3.4) Z=1.812, P=0.070
1 13(81.2) | 48(55.2)
2 1(6.3) 24 (27.6)
3 1(6.3) 12 (13.8)
Ukupni skor AS+SD | 3.4+1.6 4.0+1.5 |t=1.382, P=0.170
Ukupni skor antrum+korpus | AS+SD | 7.9+1.8 8.5+1.8 | t=0.919, P=0.360

AS — aritmeticka sredina, SD — standardna devijacija.
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5.6. Ucestalost cagPAIl gena u Helicobacter pylori izolatima

PCR metodom detekcije Ag gena potvrdena je identi¢nost H. pylori DNA u
svih 103 izolata (Slika 1). Utvrdena je pojedinaCna ucestalost cagPAIl gena:
cagAl 71.8%, cagA2 69.9%, cagA3 5.8%, cagE 75.7%, cagM 71.8%, tnpA
9.7% cagT 68.0%, Apcag 63.1%, LEC 48.5% i thpB 6.3% (Tablica 11, Graf 8,

Slike 2-8).

Tablica 11. U€estalost cagPAI gena

Geni Cag A1 | Cag A2 | Cag A3 Cag E Cag M tnpA Cag T Apcag LEC tnpB
Pozitivno 71.8% 69.9% 5.8% 75.7% 71.8% 9.7% 68.0% 63.1% 48.5% 6.3%
Negativno 28.2% 30.1% 94.2% 24.3% 28.2% 90.3% 32.0% 36.9% 51.5% 93.7%
Ukupno 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0%
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Graf 8. Raspodjela H. pylori izolata prema izoliranim genima virulencije
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Ag 298 bp

Linije 1-14 izolati H. pylori, linija 15 negativna kontrola (sterilna destilirana voda)

Slika 1. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju Ag gena (298pb) prisutnog u svih

H. pylori sojeva (pozitivna kontrola)
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M1 2 34 5 6 7 8 9 10 111213 14

cagAl1349 bp

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

cagAl1349 bp

M 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

cagAl349 bp

Linija 1 M — DNA marker, linije 1,15, 29

pozitivha kontrola (CCUG 17874), linijje 3-5, 11, 13, 14, 16,
17,19-21, 23, 26, 27, 30, 31, 34, 37, 38, 40-42 pozitivna amplifikacija
cagAl (349 bp)

CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 2. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju cagAl gena (349 bp)
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cagA2320bp

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

cagA2320bp

Linija 1 M - DNA marker, linije 1,15 pozitivha kontrola (CCUG 17874),
linije 2, 4,5,7,8,9, 12, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 28 pozitivha
amplifikacija cagA2 (320bp)

CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 3. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju cagA2 gena(320 bp)
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

cagA3701 bp
cagE329 bp

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

cagA3701 bp
cagE329 bp

Linija 1 M — DNA marker, linije 14, 28 pozitivha kontrola (CCUG
17874) za cagk, linije 1, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 13 pozitivha
amplifikacija CagE (329 bp); linijje 14, 28 negativna kontrola za
cagA3, linije 13 pozitivha amplifikacija cagA3 (701 bp)

CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 4. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju cagA3 i cagE gena (701 i 329 bp)
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5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

cagM 586 bp
tnpA344 bp
M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
—F—a 1 — 2—1 %t —
cagM 586 bp
tnpA344 bp

Linija 1 M — DNA marker, linije 1, 2 pozitivha kontrola (CCUG

17874, 47164) za cagM, linije 4, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14 pozitivha
amplifikacija CagM (586bp); linijja 1 pozitivna kontrola (CCUG
17834), linija 2 negativna kontrola (CCUG 47164) za tnpA gen, linije
10-12, 22 pozitivna amplifikacija thpA (344 bp)

CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 5. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju cagM i tnpA gena (586 i 344 bp)
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5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Apcag 730 bp
cagT301 bp

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Apcag 730 bp
cagT301 bp

Linja 1 M — DNA marker, linijje 13, 14, 27, 28 pozitivna kontrola
(CCUG 17874, 47164), linije 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 18, 19,
22, 24, 25 pozitivna amplifikacija Apcag; linije 1-8, 10-12, 15-19, 21-
25 pozitivna amplifikacija cagT (301 pb)

CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 6. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju Apcag i cagT gena (730 301 bp)
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g1l 12 13 14

LEC384 bp

Linija 1 M — DNA marker, linija 13 pozitivha kontrola (CCUG 17874), linija
14 negativna kontrola (CCUG 47164), linije 1, 3, 4, 7, 8, 10, 11 pozitivha
amplifikacija LEC (384 pb)

CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 7. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju LEC gena (384 bp)
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7 8 9 10 11 12 13 14

tnpB 569 bp

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

tnpB 569 bp

M 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

tnpB 569 bp

Linija 1 M — DNA marker, linije 1, 15, 29 pozitivha kontrola (CCUG
17874), linije 7, 36, 38 pozitivha ampflikacija thpA (569 pb)
CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 8. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zacetnicama za detekciju tnpB gena (569 bp)
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5.7. Usporedba cagPAIl gena s patohistoloskim promjenama
zelu€ane sluznice
Usporedbom rezultata dobivenih PCR metodom o prisustvu cagPAI gena i
patohistoloSkog nalaza gastritisa sluznice korpusa i antruma (klasificiranog
prema Sydneyskom sustavu) Zeluca dobiveni su rezultati u Tablici 12.
Prisustvo CagAZ2 statistiCki znacajno povecava rizik za viSi stupanj
inflamacije antruma (x2=6.872, df=2, P=0.032; OR za stupanj 2/3 prema
stupnju 1=2.941, 95% CI 1.216-7.217), za znaCajno vecu gustocu H. pylori u
korpusu (x2=16.700, df=3, P=0.001; OR za stupanj 2/3 prema stupnju 0/1 =
15.02, 95% CIl 4.558-67.12) te za veci ukupni skor za korpus (CagA2+
AS+SD, 4.111.5; CagA2- 3.3+1.4; t=2.687, P=0.008; OR za jedini¢nu
promjenu = 3.841, 95% CI 1.531-9.638; Tablica 12).
Prisustvo CagM statistiCki znaCajno povecava rizik za zna€ajno vecu gustoéu
H. pylori u korpusu (x2=9.864, df=3, P=0.020; OR za stupanj 2/3 prema
stupnju 0/1 = 8.665, 95% CI 2.621-38.73) te za veci ukupni skor za korpus
(CagM+ AS+SD, 4.1+£1.6; CagA2- 3.4+1.4; t=2.021, P=0.046; OR za
jediniénu promjenu = 3.259, 95% CI 1.293-8.215; Tablica 12).
Prisustvo CagT i LEC statistiCki znacajno smanjuju rizik za atrofiju u antrumu
(cagT, x2=5.352, df=1, P=0.021, OR=0.165, 95% CI 0.030-0.918; LEC,
¥x2=7.085, df=1, P=0.008, OR=0, 95% CI 0-0.524; Tablica 12).
Prisustvo Apcag statistiCki je znaCajno povecava rizik za viSi inflamatorni
skor antruma (Apcag+ AS£SD, 2.7+1.1; Apcag- 2.2+1.0; t=2.283, P=0.025;
OR za jediniénu promjenu = 2.448, 95% CI 1.285-26.008) te za veci ukupni
skor za antrum (Apcag+ AS+SD, 4.9+1.7; Apcag- 4.0+£1.7; 1=2.332, P=0.022,;
OR za jediniénu promjenu = 2.349, 95% CI 1.027-5.374; Tablica 12).

Tablica 12 prikazuje samo statisticki zna€ajne gene.
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Tablica 12. Usporedba cagPAIl gena s patohistoloSkim promjenama zelu¢ane

sluznice
Patohistologija Statistika ~ OR (95% Cl) za
Stupanj | Negativno | Pozitivho jedlnlcnuipromjenu
promjenu stupnja
CagA?2
Inflamacija, antrum 1 16 19 X2=6.872, 2.941 (1.216-7.217)
2 15 50 P=0.032 za stupanj 2/3 vs. 1
3 0 3
H. pylori, korpus 0 3 1 X2=16.700, 15.02 (4.558-67.12)
1 25 36 P=0.001 za stupanj 2/3 vs. 0/1
2 1 24
3 2 11
Ukupni skor, korpus AStSD 3.3t1.4 4.1+1.5 | t=2.687, P=0.008 | 3.841 (1.531-9.638)
CagM
H. pylori, korpus 0 1 3 X2=9.864, 8.665 (2.621-38.73)
1 24 37 P=0.020 za stupanj 2/3 vs. 0/1
2 2 23
3 2 11
Ukupni skor, korpus AS1SD 3414 4.1+1.6 | t=2.021, P=0.046 | 3.259 (1.293-8.215)
cagT
Atrofija, antrum 0 28 68 ¥X2=5.352, 0.165 (0.030-0.918)
1 5 2 P=0.021
Apcag
;”r:i:“nftom' skor, AS:SD | 22810 | 27+1.1 |1=2.283, P=0.025 | 2.448 (1.285-26.008)
Ukupni skor, antrum AS+SD 4.0£1.7 4.9+1.7 | t=2.332, P=0.022 | 2.349 (1.027-5.374)
LEC
Atrofija, antrum 0 46 50 P=0.016* 0 (0-0.524)
1 7 0

*Fisherov egzakt test, AS — aritmetic¢ka sredina, SD — standardna devijacija.
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5.8. Usporedba cagPAIl gena s endoskopski utvrdenim
dijagnozama

Usporedbom rezultata dobivenih PCR metodom o prisustvu cagPAIl gena:

cagAl, cagA2, cagA3, cagE, cagM, tnpA, cagT, Apcag, LEC, tnpB i

endoskopski utvrdene dijagnoze dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 13.

CagAl, cagA2, cagE, cagT, cagM, tnpA, tnpB, Apcag, LEC najzastupljeniji
su u bolesnika s endoskopski utvrdenom dijagnozom neulkusne dispepsije
(NUD), 50/74, 48/72, 52/78, 48/74, 9/10, 6/8, 41/65, 34/50; susljedno. CagA3
je jednakomjerno rasporeden, po 2/6 u sve tri skupine bolesnika. Kod
bolesnika s endoskopski utvrdenom dijagnozom erozije/ulkus Zeluca nije
detektiran ni jedan tnpA (0/10) i tnpB gen (0/8).

Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost prisutnosti niti jednog od 10

cagPAI gena s endoskopskom dijagnozom (p>0.16 za sve cagPAI gene).
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Tablica 13. Prisustvo pozitivnhog nalaza gena cagPAl prema endoskopski
utvrdenoj dijagnozi

cagPAl Endoskopska Pozitivan Negativan Statistika
gen dijagnoza
CagAl NUD 50 (73.5%) | 18 (26.5%)
EUV 15 (68.2%) 7 (31.8%) | x2=0.285,
EUD 9 (69.2%) 4 (30.8%) | P=0.867
CagA2 NUD 48 (70.6%) | 20 (29.4%)
EUV 15 (68.2%) 7 (31.8%) | x2=0.049,
EUD 9 (69.2%) 4 (30.8%) | P=0.976
CagA3 NUD 2 (2.9%) 66 (97.1%)
EUV 2 (9.1%) 20 (90.9%) | x2=3.624,
EUD 2 (15.4%) |11 (84.6%) | P=0.163
CagE NUD 52 (76.5%) | 16 (23.5%)
EUV 17 (77.3%) 5(22.7%) | x2=0.348,
EUD 9 (69.2%) 4 (30.8%) | P=0.841
CagM NUD 48 (70.6%) | 20 (29.4%)
EUV 17 (77.3%) 5(22.7%) | x2=0.417,
EUD 9 (69.2%) 4 (30.8%) | P=0.812
tnpA NUD 9 (13.2%) | 59 (86.8%)
EUV 0 (0%) 22 (100%) | x2=3.391,
EUD 1 (7.7%) 12 (92.3%) | P=0.184
CagT NUD 44 (64.7%) | 24 (35.3%)
EUV 17 (77.3%) 5(22.7%) | x2=1.217,
EUD 9 (69.2%) 4 (30.8%) | P=0.544
Apcag NUD 41 (60.3%) | 27 (39.7%)
EUV 16 (72.7%) 6 (26.3%) | x2=1.119,
EUD 8 (61.5%) 5(38.5%) | P=0.571
LEC NUD 34 (50%) 34 (50%)
EUV 8 (36.4%) | 14 (63.6%) | x2=2.243,
EUD 8 (61.5%) 5 (38.5%) | P=0.326
tnpB NUD 6 (2.9%) 62 (91.2%)
EUV 0 (0%) 22 (100%) | x2=3.012,
EUD 2 (15.4%) |11 (84.6%) | P=0.222

NUD- neulkusna dispepsija, EUV-erozije/ulkus zeluca, EUD-erozije/ulkus

duodenuma
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5.9. DupA gen u Helicobacter pylori izolatima

5.9.1. Ucestalost dupA gena

PCR metodom detektirano je 35 (34.0%) dupA gena u izolatima H. pylori.
DupA gen proglasili smo pozitivnim uz jhp0917 pozitivan i jhp0918 pozitivan
status (Slika 9, 10).

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

jhp0917307 bp

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

jhp0917307 bp

M 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

jhp0917307 bp

Linija 1- DNA marker, linijja 1 pozitivna kontrola (CCUG
47164) linija 2 negativna kontrola (CCUG 17874), linije 3-7,
10, 13, 14, 15-17,19-22, 26, 30-32, 34, 36, 37, 40 pozitivha
amplifikacija jhp0917 (307 pb)

CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 9. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zaCetnicama za detekciju jhp0917 gena (307 bp)
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M..1..2 3.4 5. buniale9 10 11 12 13 14

jhp0918276 bp

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

jhp0918276 bp

M29 30 3132 33 34 3536 37 38 39 40 41 42

jhp0918276 bp

Linija 1- DNA marker, linija 1 pozitivna kontrola (CCUG 47164) linija
2 negativna kontrola (CCUG 17874), linije 4, 5, 10, 13- 15, 16, 20,
22, 30, 32, 36, 37, 40 pozitivha amplifikacija jhp0918 (276pb)
CCUG - Culture Collection University of Gothenburg

Slika 10. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije sa
zaCetnicama za detekciju jhp0918 gena (276 bp)
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Pedeset i Sest (54%) od 103 izolata je negativho na oba gena (jhp0917/jhp0918).
Ostatak 11 (10.7%)) izolata je bilo jhp0917-pozitivano/jhp0918-negativano i 1 (1%)
izolat je jhp0917-negativan/jhp0918-pozitivan (Tablica 14).

Tablica 14. Odnos gena jhp0917 i jhp0918

jhp0918 jhp0918
neg. poz.
jhp0917 neg. 56 (54.4%) 1 (1%)
jhp0917 poz. 11 (10.7%) | 35 (34%)

Iz Tablice 14 je vidljivo da je prisutnost jhp0917 i jhp0918 bila statistiCki

znacajno usko povezana (Spearman rang R=0.775, P<0.001)
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5.9.2. Karakteristike bolesnika inficiranih s dupA pozitivhim ili dupA
negativnim H. pylori

Tablica 15 prikazuje raspodijelu bolesnika prema spolu, dobi, simptomima i
endoskopskoj dijagnozi u odnosu na prisutnost dupA gena.

Od 35 detektiranih dupA gena, 28 Zzena i 7 muskaraca ima dupA. Vezano uz
simptome, najviSe dupA pozitivnih bolesnika Zalilo se na bol u epigastriju, njih
19/35.

Raspodijela dupA po endoskopski utvrdenim dijagnozama bila je slijedeca:
28/35 NUD i 7/35 EUV. Ni jedan bolesnik s EUD nije imao pozitivan dupA gen.
UcCestalost dupA gena je statistiCki znacajno razliita (p=0.016) obzirom na
endoskopsku dijagnozu, najveé¢a je u NUD (28/68), usporediva je u EUV
(7/22) te je nema u EUD (0/13).

Iz Tablice 15 je vidljivo da statistickom obradom nije utvrdena statistiCki
znacajna razlika za prisustvo dupA gena prema spolu (x2=0.526, P=0.468) ili
prema subjektivnim simptomima (P>0.410 za sve simptome). Nije utvrdena
niti statisticki znacajna razlika u dobi bolesnika prema prisustvu dupA gena
(t=0.418, P=0.677).
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Tablica 15. Karakteristike bolesnika u odnosu na prisutnost dupA gena.

dupA poz dupA neg Statistika

N 35 (34%) 68 (66%)

Spol Muskarci 7 (28%) 18 (72%) ¥x2=0.526, P=0.468
Zene 28 (35.9%) 50 (64.1%)

Dob (god.) AStSD 56.4+11.8 55.4+11.8 t=0.418, P=0.677

Simptomi bol u epigastriju 19 (54.3%) 40 (58.8%) ¥x2=0.194, P=0.659
napuhnutost 5 (14.3%) 7 (10.3%) ¥x2=0.358, P=0.550
Zgaravica 12 (34.3%) 29 (42.7%) ¥2=0.674, P=0.412
mucnina 5 (14.3%) 11 (16.2%) ¥2=0.063, P=0.802

Endoskopska | EUV 22 (21.4%) | 7 (31.8%) 15 (68.2%)

dijagnoza EUD 13(12.6%) | 0 (0%) 13 (100%) x2=8.307, P=0.016
NUD 68 (66.0%) | 28 (41.2%) 40 (58.8%)

NUD- neulkusna dispepsija, EUV-erozije/ulkus zZeluca, EUD-erozije/ulkus
duodenuma, AS — aritmetiCka sredina, SD — standardna devijacija.
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5.9.3. Povezanost dupA gena s patohistoloskim promjenama zelu¢ane
sluznice

Usporedbom rezultata dobivenih PCR metodom o prisustvu dupA gena i
patohistoloSkog nalaza gastritisa sluznice korpusa i antruma (klasificiranog
prema Sydneyskom sustavu) Zeluca dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 16.
U antrumu Zeluca inflamacija je prisutna u svih 103 (100%) bolesnika, pri
¢emu je dupA najzastupljeniji u bolesnika s upalnim promjenama drugog
stupnja, 24/35 dupA pozitivnih bolesnika (68.6%), slijede upalne promjene
prvog stupnja s 10/35 dupA pozitivnih bolesnika (28.6%) i upalne promjene
treCeg stupnja u manjem broju bolesnika, 1/35 (2.9%).

Aktivnost upale prisutna je u 68/103 (66%) bolesnika, pri ¢emu je dupA gen
najzastupljeniji u bolesnika s prvim stupnjem aktivnosti upale, 16/35 (45.7%).
Atroficne promjene prisutne su u 2/35 (5.7%) bolesnika s dupA pozitivnim
genom, a intestinalna metaplazija u 10/35 (28.6%) dupA pozitivnih bolesnika.
Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u skoru intenziteta gastritisa u
antrumu prema zastupljenosti dupA gena (p=0.434).

U korpusu Zeluca inflamacija je prisutna u svih 103 (100%) bolesnika, pri
¢emu je dupA najzastupljeniji u bolesnika s upalnim promjenama prvog
stupnja, 23/35 (65.7%), slijedi dupA u promjenama drugog stupnja 12/35
(34.3%).

Aktivnost upale je prisutna u 64/103 bolesnika (62.2%), pri Cemu je dupA
najzastupljeniji u bolesnika s prvim stupnjem aktivnosti upale 15/35 (42.9%).
Drugi stupanj aktivnosti imala su 4/35 (11.4%) bolesnika s pozitivnim dupA.
AtrofiCne promjene prvog stupnja prisutne su u 1/35 (2.9%) dupA bolesnika,
a intestinalna metaplazija u 6/35 (17.1%) dupA pozitivnih bolesnika.

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u skoru intenziteta gastritisa u
korpusu prema zastupljenosti dupA gena (p=0.084).

Nije utvrdena statistiCki znacCajna razlika u zastupljenosti dupA gena prema

predominaciji gastritisa (p=0,691).
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Tablica 16. Usporedba dupA gena s patohistoloSkim promjenama Zelué¢ane

sluznice
Karakteristike Skor | dupA poz | dupA neg Statistika
Antrum | Aktivhost 0 15(42.9) | 20(29.4) | Z=1.396, P=0.163
1 16 (45.7) | 34 (50)
2 3(8.6) 12 (17.6)
3 1(2.9) 2 (2.9
Inflamacija 1 10 (28.6) | 25(36.8) | Z=0.651, P=0.515
2 24 (68.6) | 41 (60.3)
3 1(2.9) 2(2.9
Inflamatorni skor | AS+SD | 2.4+1.0 2.6x1.1 t=0.786, P=0.434
Atrofija 0 33(94.3) | 63(92.6) | Z=0.132, P=0.895
1 2 (5.7) 5 (7.4)
Metaplazija* 0 25(71.4) | 53(77.9) | Z=0.536, P=0.592
1 10 (28.6) | 15(22.1)
H. pylori 0 4 (11.4) 7 (10.3) | Z=0.049, P=0.961
1 11 (31.4) | 22 (32.4)
2 11(31.4) | 23(33.8)
3 9(25.7) |16(23.5)
UKkupni skor 4.5+1.6 4.6+1.8 t=0.239, P=0.812
Korpus | Aktivhost 0 16 (45.7) | 23(33.8) | Z=0.818, P=0.413
1 15 (42.9) | 38 (55.9)
2 4 (11.4) 7 (10.3)
Inflamacija 1 23 (65.7) | 45(47.1) | Z=1.751, P=0.080
2 12 (34.3) | 37 (45.6)
3 5(7.4)
Inflamatorni skor | AS+SD | 2.0+1.0 2.4+1.0 t=1.744, P=0.084
Atrofija 0 34 (97.1) | 64(94.1) | Z=0.251, P=0.802
1 1(2.9) 3 (4.9
2 1(15)
Metaplazija* 0 29 (82.9) | 60(88.2) | z=0.442, P=0.658
1 6 (17.1) 8 (11.8)
H. pylori 0 2(5.7) 2 (2.9 Z=0.818, P=0.413
1 18 (51.4) | 43 (63.2)
2 8(22.9) | 17 (25)
3 7 (20) 6 (8.8)
UKkupni skor AS+SD | 3.7£1.6 3.9+1.5 t=0.569, P=0.571
Ukupni skor antrum+korpus | AS+SD | 8.2+2.6 8.51£2.5 t=0.515, P=0.607
Antrum 6(17.1) | 13(19.1)
Predominacija Difuzno | 27 (77.1) | 48 (70.6) | x2=0.740, P=0.691
Korpus 2(5.7) 7 (10.3)

AS-aritmeti¢ka sredina, SD-standardna devijacija,
“prema Sydneyskom sustavu klasifikacije: metaplazija nije utvrdena=0, metaplazija=1
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5.9.4. Pojedina€na usporedba gena jhp0917 i jhp0918 s patohistoloskim
promjenama zelu€ane sluznice

Pojedinacna ucestalost jhp0917 gena utvrdena PCR metodom je 46 gena, a
jhp0918 36 gena. Prema distribuciji u bolesnika po tipu gastritisa, i jhp0917 i
jhp0918 najzastupljeniji su u difuznom gastritisu 37/46 (80.0%), 28/36
(77.8%).

Tablica 17. Usporedba jhp0917 i jhp0918 gena s patohistoloskim promjenama
zelu€ane sluznice

Karakteristike Gen Statistika
Antrum jph0917 poz jph0917 neg
Inflamatorni skor | AS+SD 2.5£1.0 2.6:1.1 t=0.373,
P=0.710
jph0918 poz jph0918 neg
Inflamatorni skor | AS+SD 2.4+1.0 2.6:x1.1 t=0.692,
P=0.491
Korpus jph0917 poz jph0917 neg
Inflamatorni skor | AS+SD 2.241.0 2.311.0 t=0.345,
P=0.731
jph0918 poz jph0918 neg
Inflamatorni AS+SD 2.0£1.0 2.311.0 t=1.565,
skor P=0.121
jph0917 poz jph0917 neg
Domi- A_ntrum 7(15.2) 12 (21.1) X2=2.966,
nacija Difuzno 37 (80.4) 38 (66.7) P=0.227
Korpus 2(4.4) 7(12.3)
jph0918 poz jph0918 neg
Domi- Aptrum 6 (16.7) 13 (19.4) ¥x2=0.924,
nacija Difuzno 28 (77.8) 47 (70.2) P=0.630
Korpus 2 (5.6) 7 (10.5)

AS-aritmeticka sredina, SD-standardna devijacija

Nije utvrdena statistiCki znacCajna razlika u skoru intenziteta gastritisa u
antrumu prema zastupljenosti jhp0917 gena (t=0.373, P=0.710). Nije
utvrdena statisticki znaCajna razlika u skoru intenziteta gastritisa u korpusu
prema zastupljenosti jhp0917 gena (t=0.345, P=0.731). Nije utvrdena
statistiCki znaCajna razlika u zastupljenosti jhp0917 prema predominaciji

gastritisa (x2=2.966, P=0.227).
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Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u skoru intenziteta gastritisa u
antrumu prema zastupljenosti jhp0918 gena (t=0.692, P=0.491). Nije
utvrdena statistiCki znac€ajna razlika u skoru intenziteta gastritisa u korpusu
prema zastupljenosti jhp0918 gena (t=1.565, P=0.121). Nije utvrdena
statistiCki znacCajna razlika u zastupljenosti jhp0918 prema predominaciji
gastritisa (x2=0.924, P=0.630).
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5.10. Testiranje osjetljivosti na antimikrobna sredstva

Testiranje antimikrobne osjetljivosti 103 Helicobacter pylori izolata metodom
odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) E-testom pokazalo je
rezistenciju od 74,8% na azitromicin (AZT) i klaritromicin (CLR), 80.6%
rezistenciju na metronidazole (MTZ) te 14.6% rezistenciju na levofloksacin
(LEV). Rezistencija na amoksicilin nije zabiljezena (Tablica 18 i Graf 9).
Raspon MIK-ova za azitromicin i klaritromicin kretao se od 0.1215 pyg/mL —
64 pg/mL. ViSse od polovice izolata (63.1%, 56.3%) imalo je MIK na
azitromicin i klaritromicin 64 pg/mL. Tu vrijednost MIK-a dosegnulo je 43.7%
izolata testiranih na metronidazol i 10.7% izolata testiranih na levofloksacin.
Testirani izolati pokazuju osjetljivost na klaritromicin uz nacesci MIK od 0.125
pg/mL (18.4%). Testirani izolati pokazuju sli€an obrazac i na azitromicin uz
najces¢i MIK od 0.25 pg/mL (16.5%), najviSe testiranih izolata bilo je
osjetljivo na amoksicilin  uz MIK 0.125 pg/ml (62.1%). Na lefofloksacin
najvise osjetljivih izolata bilo je uz MIK 2 pg/ml (85.4%). (Tablica 19, Graf
10).

Tablica 18. Antimikrobna osjetljivost H. pylori izolata (N=103)

Antibiotici
H. pylori AZT CLR MTZ AMX LEV
Rezistentni 77 (74.8%) | 77 (74.8%) | 83 (80.6%) 0 (0%) 15 (14.6%)
Senzitivni 26 (25.2%) | 26 (25.2%) | 20 (19.4%) | 103 (100%) | 88 (85.4%)

AZT-azitromicin, CLR-klaritromicin, MTZ- metronidazol, AMX- amoksicilin, LEV-
levofloksacin
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Graf 9. Distribucija antimikrobne osjetljivosti H. pylori izolata (N=103)

AZT-azitromicin, CLR-klaritromicin, MTZ- metronidazol, AMX- amoksicilin,
LEV-levofloksacin
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Tablica 19. Raspon vrijednosti MIK-ova testiranih antibiotika

Antibiotik

MIK (pg/ml) AZT CLR MTZ AMX LEV

0.1215 6 (5.8%) | 5 (4.9%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0.125 1(1.0%) | 19 (18.4%) | 2 (1.9%) | 64 (62.1%) 0 (0%)
0.25 17 (16.5%) 2 (1.9%) 9 (8.7%) | 37 (35.9%) 0 (0%)
0.50 2(1.9%) | 2(1.9%)| 4(3.9%)| 2(1.9%) 0 (0%)
1 2(1.9%) | 4(3.9%)| 2(1.9%) 0 (0%) 0 (0%)
2 5(4.9%) | 1(1.0%)| 1(1.0%) 0 (0%) | 88 (85.4%)
8 2(1.9%) | 2(1.9%) 1 (1.0%) 0 (0%) 0 (0%)
16 1(1.0%) | 4 (3.9%) | 21 (20.4%) 0(0%) | 2(1.9%)
32 2 (1.9%) | 6 (5.8%) | 18 (17.5%) 0(0%) | 2(1.9%)
64 65 (63.1%) | 58 (56.3%) | 45 (43.7%) 0(0%) | 11 (10.7%)

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija, AZT-azitromicin, CLR-klaritromicin,
MTZ- metronidazol, AMX- amoksicilin, LEV-levofloksacin
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Graf 10. Raspon vrijednosti MIK-ova testiranih antibiotika

MIK-minimalna inhibitorna koncentracija, AZT-azitromicin, CLR-klaritromicin,
MTZ- metronidazol, AMX-amoksicilin, LEV-levofloksacin
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U Tablicama 20 i 21 te na Grafovima 11 i 12 prikazana je ucestalost
rezistencije prema broju i kombinaciji antibiotika za testirane H. pylori izolate.
Pet izolata je bilo osjetljivo na sve testirane antibiotike. Rezistencija na samo
jedan antibiotik nadena je u manjeg broja izolata, i odnosila se na rezistenciju
na MTZ (n=17). Cesée su izolati bili rezistentni na vise od jednog antibiotika.
Dvostruka rezistencija zabiljezena je za CLR&AZT (n=12), MTZ&LEV (n=4).
ViSestruka rezistencija ukljuCivala je trostruku rezistenciju. Nadena je za
CLR&AZT&MTZ (n=54), CLR&AZT&LEV (n=3). Cetverostruka rezistencija na
CLR&AZT&MTZE&LEV nadena je u 8 izolata.
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Tablica 20. Ucestalost rezistencije H. pylori izolata po broju antibiotika

Broj antibiotika na koje izolati pokazuju rezistenciju | Broj (%) izolata

0 5 (4.9%)

17 (16.5%)

16 (15.5%)

57 (55.3%)

AIWIN|F

8 (7.8%)

Broj antibiotika

o = =] w R

=}
(=}
.
o
=}

20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

% izolata

Graf 11. Ucestalost rezistencije H. pylori izolata po broju antibiotika
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Tablica 21. U€estalost rezistencije H. pylori izolata po vrsti antibiotika

Rezistencija na: Broj (%) izolata
Osijetljivi 5 (4.9%)
MTZ 17 (16.5%)
CLR AZT 12 (11.7%)
MTZ LEV 4 (3.9%)
CLR AZT MTZ 54 (52.4%)
CLR AZT LEV 3 (2.9%)
CLR AZT MTZ LEV 8 (7.8%)

AZT-azitromicin, CLR-klaritromicin, MTZ-metronidazol,
AMX-amoksicilin, LEV-levofloksacin

CLR AZT MTZ LEV
CLR AZT LEV

CLR AZT MTZ
MTZ LEV

CLR AZT

MTZ

Rezistencija na antibiotike

Osjetljivi [N
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

% izolata

Graf 12. U€estalost rezistencije H. pylori izolata po vrsti antibiotika

AZT-azitromicin, CLR-klaritromicin, MTZ-metronidazol,
AMX-amoksicilin, LEV-levofloksacin

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika za prosjecCni broj antibiotika na koje
izolati pokazuju rezistenciju izmedu muSkaraca i Zena (2.5+0.9 prema
2.4+1.1, t=0.413, P=0.680), a niti vezano uz endoskopsku dijagnozu (NUD
2.5+1.0, EUV 2.5+1.1, EUD 2.2+1.1, F=0.624, P=0.543).
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5.11. Povezanost gena virulencije cagPAIl i dupA s
antimikrobnom osjetljivos¢u

Odnos rezistencije na testirane antibiotike i pojedinacnih cagPAl gena i
dupA gena prikazan je u Tablicama 22, 23, 24, 25. Rezistencija na

amoksicilin nije zabiljeZena.

Tablica 22. Odnos rezistencije azitromicina i gena cagPAIl i dupA gena

Cag Al| Cag A2 | Cag A3 | Cag E | CagM |tnpA| cagT |(Apcag| LEC |tnpB [dupA

\Wald hi kvadrat
0.009 | 0.043 0.432 | 2.056 | 0.056 [0.008| 0.565 |0.0314( 1.040 | 0.009 |0.887

P-vrijednost
0.925 | 0.8357 | 0.511 | 0.152 | 0.813 |0.927| 0.452 | 0.859 | 0.308 | 0.926 |0.346

OR (za jedini¢nu promjenu)
0.899 | 1.293 2.189 |[0.179 | 1.527 |0.915| 1.942 | 1.145 | 0.573 | 1.108 |1.667

-95% CI
’ 0.097 | 0.110 0.205 [0.0167| 0.044 [0.132| 0.336 | 0.250 | 0.193 | 0.125 |0.568

+95% ClI
8.322 | 15.181 | 23.379 | 1.937 |53.226(6.352|11.221( 5.243 | 1.696 | 9.793 }4.894

Rezistencija na azitromicin nije bila statistiCki znaCajno povezana s prisutno$¢u bilo

kojeg od cagPAl gena ili dupA gena (P>0.150 za sve gene).

Tablica 23. Odnos rezistencije klaritromicina i gena cagPAIl i dupA gena

Cag Al| Cag A2 | Cag A3 | Cag E | CagM |tnpA| cagT |(Apcag| LEC |tnpB [dupA

\Wald hi kvadrat
0.009 | 0.043 0.432 | 2.056 | 0.056 [0.008| 0.565 |0.0314( 1.040 | 0.009 |0.887

P-vrijednost
0.925 | 0.8357 | 0.511 | 0.152 | 0.813 |0.927| 0.452 | 0.859 | 0.308 | 0.926 |0.346

OR (za jedininu promjenu)
0.899 | 1.293 2.189 |0.179 | 1.527 |0.915| 1.942 | 1.145 [ 0.573 | 1.108 |1.667

-95% CI
’ 0.097 | 0.110 0.205 [0.0167| 0.044 [0.132| 0.336 | 0.250 | 0.193 | 0.125 |0.568

+95% Cl
8.322 | 15.181 | 23.379 | 1.937 |53.226(6.352|11.221( 5.243 | 1.696 | 9.793 14.894

Rezistencija na klaritromicin nije bila statisti¢ki znacajno povezana s prisutnoséu bilo

kojeg od cagPAl gena ili dupA gena (P>0.150 za sve testirane gene).
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Tablica 24. Odnos rezistencije metronidazola i gena cagPAl i dupA gena

Cag Al|Cag A2 |Cag A3|Cag E| CagM | tnpA | cagT |Apcag| LEC | tnpB |dupA
Wald hi-kvadrat 0.001 | 0.012 | 0.036 | 1.067 | 0.000 (0.635|2.255( 2.117 | 0.050 | 0.198 |6.260
P-vrijednost 0.974 | 0.911 | 0.848 [ 0.301 | 0.983 (0.425|0.133 0.145 | 0.822 | 0.655 |0.012
OR (za jedini¢nu promjenu)| 1.045 [ 0.858 | 0.793 | 3.760 | 0.952 |0.423|4.593| 0.093 | 0.864 | 1.747 (0.246
-95% ClI 0.068 | 0.054 | 0.071 [ 0.294 | 0.008 (0.049|0.611 0.003 | 0.238 | 0.145 |0.080
+95% ClI 15.881| 13.407 | 8.757 |48.031(109.315 |3.599(34.508| 2.377 | 3.134 [21.000/0.748

Rezistencija na metronidazol bila je statistiCki znacajno povezana s izostankom
dupA gena (OR=0.246, 95% CI 0.081-0.749, P=0.012), ali ne i prisutno$¢u cagPAl

gena (p>0.130 za sve cagPAI gene). Pozitivan dupA genotip statistiCki znacajno

smanjuje Sansu za rezistenciju izolata H. pylori na metronidazol za 75.4%.

Tablica 25. Odnos rezistencije levofloksacina i gena cagPAIl i dupA gena

Cag Al|Cag A2 |Cag A3|Cag E| CagM | tnpA | cagT |Apcag| LEC | tnpB |dupA
Wald hi-kvadrat 1.369 | 0.068 | 1.351 | 0.130 | 0.000 |0.000(1.310| 2.874 | 0.670 | 0.418 (0.120
P-vrijednost 0.241 | 0.794 | 0.245 [ 0.717 | 0.993 |[0.983|0.252| 0.090 | 0.412 | 0.517 |0.728
OR (za jedini¢nu promjenu)| 9.280 | 1.681 | 3.435 | 0.572 | 1.022 |[1.025(0.296| 0.238 | 1.796 | 2.316 |1.253
-95% CI 0.211 | 0.032 | 0.416 [ 0.026 | 0.004 (0.082|0.035( 0.044 | 0.433 | 0.175 |0.344
+95% ClI 407.402| 88.021 | 28.311 (12.233( 227.725 12679 24441 1.279 | 7.432 |130.549(4.561

Rezistencija na levofloksacin nije bila statisti¢ki znagajno povezana s prisutnoS¢u

bilo kojeg od cagPAI gena ili dupA gena (P>0.090 za sve testirane gene).
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5.12. Povezanost cagPAl statusa i dupA gena

Kod H. pylori izolata s parcijalno izbrisanim cagPAIl (n=87) detektiran je 31/35
(88.5%) dupA gen, a 4/35 (11.5%) dupA vezuju se uz H. pylori izolate koji su
imali izbrisani cagPAI (n=16), Tablica 26.

Tablica 26. Odnos cagPAl i dupA gena

S Parcijalno izbrisani
Izbrisani cagPAl cagPAl
dupA neg. 12 (11.7%) 56 (54.4%)
dupA poz. 4 (3.9%) 31 (30.1%)

Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost dupA genotipa s tipom cagPAl
(Spearman rang R=0.081, P=0.414).
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6. RASPRAVA

Razvoj H. pylori infekcije ovisi o viSe Cimbenika, bilo od strane domacina,
bakterije ili okoliSnih Cimbenika. Brojne studije istrazivale su Cimbenike
vezane uz bakteriju, toCnije razliCite gene za koje se smatra da uzrokuju
ozbiljne gastrointestinalne bolesti.

CagPAI otok sa svojih 30 gena je glavna odrednica virulencije H. pylori.
Mnoge su pretpostavke da kromosomski integritet (cjelovitost) gena cagPAl
otoka ili nedostatak istih mogu imati vaznu ulogu u razvoju gastroduodenalne
bolesti uzrokovane H. pylori. Cini se da je izostanak gena u cagPAl otoku
prevladavajuéi fenomen i smatra se da su upravo ti geni pod pritiskom
selekcije vise nego bilo koja druga regija H. pylori kromosoma (182).
Predmet ovog istraZivanja bilo je odredivanje cjelovitosti cagPAIl otoka
pojedinatnom detekcijom 10 gena PCR metodom i usporedba s
patohistoloSkim promjenama Zelu€ane sluznice.

U naS$oj studiji nismo nasli niti jedan intaktni cagPAl, parcijalno izbrisanih bilo
je 84.5%, a kompletno izbrisanih 15.5%. Sli¢no, studija iz Meksika analizirala
je 11 gena, nasli su 90% intaktnih, 4% parcijalno izbrisanih i 6% kompletno
izbrisanih (183).

Treba naglasiti da postoji neuskladenost medu studijama u analizi broja
gena cagPAlI regije i definiranju intaktnog, izbrisanog i parcijalno izbrisanog
cagPAl. NajceSce se radi o analizi limitiranog broja gena. Tako su Salih i sur.
u svojoj studiji na temelju analize 4 gena cagPAI regije izvijestili 0 42.1%
intaktnih, 39.5% parcijalno izbrisanih i 18.4% kompletno izbrisanih cagPAl i
povezanosti intaktnog cagPAIl s duodenalnim ulkusom (184). Baghaei i sur.
su analizom samo 3 gena izvjestili 0 17% intaktnih cagPAlI, 62% parcijalno
izbrisanih i 20% izbrisanih cagPAIl u iranskoj populaciji (185). Nygen i sur. su
u vijetnamskoj populaciji analizom 30 gena na istom broju uzoraka i slicnim
endoskopskim dijagnozama kao u nasoj studiji ustanovili 88% intaktnih
cagPAl i 12% parcijalno izbrisanih cagPAIl (186). U studiji Kausera i sur.

genotipizirano je osam gena H. pylori iz osam razlicitih regija svijeta. Najveca
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proporcija intaktnog cagPAIl zabiljezena je u izolatima iz Japana (57.1%), Sto
je u suglasju s izvjeS¢ima o povecanoj incidenciji karcinoma Zeluca u tom
dijelu svijeta, 18.6% u Peruu, 12% u Indiji, 15.8% u Irskoj, 1.3% u Engleskoj.
Nijedan izolat iz Costa Rice nije imao intaktni cagPAI (187).

Na temelju dosadas$njih publiciranih istrazivanja vidljivo je da ucestalost
intaktnog cagPAI varira u izolatima iz razli€itih geografskih regija.

Rezultati naSe studije nisu pokazali statisticku povezanost raspodijele
izbrisanog i parcijalno izbrisanog cagPAIl s endoskopskom dijagnozom niti s
patohistoloskim promjenama. U prethodnim istrazivanjima je dokazano da
cagPAI nije jedini Cimbenik virulencije i da je teSko predvidjeti tijek bolesti na
temelju integriteta cagPAl segmenta, osim u sluCajevima kada se analizira
veliki broj sojeva s precizno definiranim klinicko-epidemioloSkim i patoloSkim
znacCajkama.

Treba imati na umu da su naSi rezultati odraz specificno odabrane skupine
bolesnika s prevladavaju¢om neulkusnom dispepsijom koji su viSestruko
neuspjesno lijeCeni razliCitim kombinacijama antibiotika. Tesko bi bilo ocijeniti
jesu li ovi rezultati stvarni odraz stanja u nasoj geografskoj regiji, kao i kakvi
bi rezultati bili u H. pylori izolatima bolesnika s razli€itim tezim stupnjevima
gastroduodenalne bolesti. Do sada u Hrvatskoj nije radena niti jedna druga
studija genotipiziranja cagPAl gena da bismo mogli usporediti rezultate.
Svakako bi iduci pozeljni korak u buduénosti bilo genotipiziranje H. pylori
izolata bolesnika prije lijeCenja i s tezim Zelu€¢anim bolestima kao Sto su
ulkusi i karcinomi zeluca.

| u istrazivanju Maeda i sur. iz Japana parcijalno izbrisani cagPAl izoliraju se
samo kod bolesnika s neulkusnom dispepsijom, za razliku intaktnih cagPAI

koji se izoliraju u bolesnika s karcinomom Zeluca (173).

CagA smatra se markerom cagPAI regije (188). Pozitivitet cagA ovisi o regiji
cagA gena koju se istrazuje. U naSoj studiji analizirali smo tri razliCita
segmenta cagA gena: cagAl segment blizu promotor regije, srednji segment
cagA2 i desni kraj cagA3. U vecini studija analiziran je samo jedan segment
cagA gena. Dok je u nasoj studiji u€estalost cagAl (71.8%) i cagA2 (69.9%)
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priblizno ista, ugestalost cagA3 (5.8%) bila je niska. Cest izostanak cagA3 u
kontrolnih sojeva u studiji Mattar i sur. iz 2007. u odnosu na segment cagAl i
cagA2 povezuje se s manjom patogenosti (128). Prevalencija cagA pozitivnih
sojeva razlikuje se izmedu pojedinih zemalja: u istoéno Azijskim zemljama je
90% (189), u Ekvadoru 46%, Panami 20% (190), Kolumbiji 64%, Japanu
100% (191). Bugarska ima prevalenciju 84.9% (192), Iran 62% (193), Turska
49%, (194), Portugal 31.8% (116), Slovenija 61.2% (u djecjoj populaciji)
(195). U ranije radenom istrazivanju u Hrvatskoj ( Filipec-Kanizaj i sur.), u
kojoj su testirani serumi bolesnika na prisutnost serumskog antitijela na
bakterijski antigen (CagA — cytotoxin-associated antigen), 91.3% bolesnika
bilo je pozitivno (196). U naSoj studiji cagA nije bio statistiCki povezan s
klinickom dijagnozom, kao ni u studiji Straus i sur. gdje je uCestalost cagA
bila 81%, za razliku od studije Marie MAM i sur. gdje se prisutnost cagA
(62%) statistiCki znaCajno povezuje s gastritisom i peptickim ulkusom
(197,198). CagA u nasoj studiji bio je povezan s vec¢im stupnjem inflamacije
Zelu€ane sluznice, poglavito antruma (p=0.001). U radu Filipec-Kanizaj p120
(cagA) seropozitivitet bio je znacajno prisutniji kod bolesnika s viSim
stupnjem aktivnosti u antrumu Sto se slaze s naSim rezultatima (196). Ti
rezultati su konzistentni i s nekim drugim studijama u kojima cagA dokazano
potiCe neutrofilnu akumulaciju mjerenu kao inflamatorni skor, odnosno prema
nekim studijama inducira produkciju interleukina IL -8 (184). Takve rezultate
potvrduju Hosseini i sur. u preglednom cClanku u kojem analiziraju vecinu
iranskih studija (199); Dubiri i sur. nisu nasli povezanost cagA i cagE s
klinickim ishodom u iranskih bolesnika (200). U nasoj studiji cagA2 se
povezuje i s vecom gustocom H. pylori (p=0.001). Tu povezanost potvrdili su
i Salimzadeh i sur. (201), Belda i sur. (202), Atherton i sur. (203). Suprotno
tome Vaaziri i sur. nisu nasli znaajnu povezanost izmedu cagA pozitiviteta i
H. pylori gustoc¢e, neutrofilne aktivnosti, limfoidne agregacije u lamini propriji i
glandularne atrofije, ali su nasli znaCajnu povezanost s teSkim aktivnim
kroni€nim gastritisom (193). Zastupljenost cagE u nasoj studiji je bila vec¢a od
cagA (75.7% vs 71.8%). To ide u prilog istraZivanjima u kojima je dokazano

da je cagE bolji marker cagl regije nego cagA (128,204). Mi nismo nasli
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povezanost cagE ni s endoskopskom dijagnozom, ni s patohistoloSkim
promjenama, Sto se poklapa s rezultatima studije iz Portugala gdje je cagE
bio zastupljeniji od cagA (116). | u studiji Kausera i sur. cagE i cagT je naden
znacajno CeS¢e u odnosu na cagA (82% vs 72.8%) (187). Modena i sur.
takoder nisu nasli povezanost cagE (88,9%) i klinickog ishoda (205), za
razliku od istrazivanja u kojima je nadena veca uCestalost cagE gena u tezim
gastrointestinalnim bolestima kao Sto su pepticki ulkusi i Zelu€ani karcinom u
odnosu na gastritis (206). CagT kao marker cagll regije naden je u 68%
nasih izolata i uoCena je povezanost sa znaCajno manjom ucestaloS¢u
atrofije antruma, a bez povezanosti s klinickom dijagnozom. Baghaei i sur. u
svojoj studiji takoder nisu nasli povezanost niti s klinickom dijagnozom, niti s
patohistoloSkim karakteristikama sluznice (185). U studiji Mattar i sur. 98%
izolata bolesnika s pepti¢kom ulkusnom bolesti sadrzavalo je cagT gen (128),
dok su izolati s izbrisanim cagT u japanskoj populaciji bili ¢eS¢i u bolesnika s
kroni¢nim gastritisom u odnosu na ulkusnu bolest ili Zelu€ani karcinom (102).
Fischer i sur. u svojoj studiji navode da H. pylori sojevi kojima nedostaje cagT
gen imaju nefunkcionalan T4SS i nesposobni su translocirati cagA protein u
stanicu domacina (207). U studiji iz Engleske, vecina sojeva ulkusnih
bolesnika sadrzavala je cagT i cagE gene (208). U nasoj studiji CagM s
uCestaloS¢u od 71.8% povezivao se s znacajno vecom gustocom H. pylori u
korpusu i povecanim ukupnim skorom za korpus, a bez povezanosti s
endoskopskom dijagnozom. Uz cagE, cagM je takoder neophodan za
induciranje produkcije interleukina IL-8. U studiji Mattar i sur. povezivan je s
osam puta vec€im rizikom za razvoj ulkusne bolesti (128). CagA promotor
regija (Apcag) u nasoj studiji bila je povezana s viSim stupnjem aktivne
inflamacije, ali bez povezanosti s endoskopskom dijagnozom. Mattar i sur.
visoku ucestalost Apcag u svojoj studiji povezuju i s viSim stupnjem gastritisa
i s ulkusnom boleS¢éu (128). LEC (lijevi kraj cagll) naden je u 48,5% naSih
izolata i bio je povezan s znaCajno manjom ucestalo$¢u atrofije antruma, Sto
je konzistentno sa studijom Kausera i sur. gdje je LEC bio zastupljeniji u

bolesnika s benignim promjenama (187).
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U istrazivanju iz 2007. Mattar i sur. nasli su znacajnu povezanost Zelu¢anog
ulkusa s prisutnoséu tnpA (63%) i thpB (13.5%) gena u izolatima (128), a
novija i manja studija istog autora iz 2010. potvrdila je vezu tnpA i Zelu€anog
karcinoma (131). U prilog tome ide i iranska studija provedena medu
bolesnicima s ZeluCanim karcinomom i gastritisom, koja je nasla povezanost
izmedu tnpA i Zelu€anog karcinoma (47.5% udio tnpA), ali bez povezanosti s
patohistoloskim karakteristikama (209). | studija iz Perua je potvrdila visok
udio tnpA gena (46%) u populaciji s karcinomom Zeluca i njihovu povezanost.
U nasoj studiji udio tnpA i tnpB gena bio je nizak i bez povezanosti sa
endoskopskom dijagnozom ili patohistoloSkim nalazom. To se moze objasniti
time Sto u nasoj skupini nije bilo bolesnika s karcinomom Zzeluca.

lako je u viSe istraZivanja nadena znacajna povezanost karcinoma Zeluca i
tnpA gena, da bi se taj gen uvrstio u biomarkere za karcinom Zeluca bas kao
i cagA gen potrebna su dalja istraZzivanja na vecem uzorku za potvrdu tih

rezultata.

Sukladno originalnoj studiji Lu i sur. iz 2005. (133) i naSa studija je potvrdila
medusobnu prisutnost sekvenci jhp0917 i jhp0918, Cineci kompletni/aktivni
dupA gen u 34.0% izolata, smjeSten unutar plastiCne regije H. pylori.

U Hrvatskoj je to prva i jedina studija, pa nije moguca usporedba rezultata
unutar naSe zemlje. Sli¢ne rezultate (33.33%) nasli su i Zhang i sur. u Kini
(210), Soud i sur. u lranu (211). U nasoj studiji 10.7% izolata H. pylori nije
posjedovalo jhp0918 uz pozitivni jhp0917. Taj rezultat je sliCan rezultatu
Archachi i sur. koji su nasli 11% H. pylori izolata negativnih na jhp0918, uz
37.5% pozitivnih dupA u bolesnika s DU (134). Manije vrijednosti zabiljezila je
iranska studija 6% (211) i studija Pacheco i sur. 2.5% (130). DupA bez
jhp0918 smatra se nefunkcionalnim. Ta €injenica proizlazi iz istraZivanja koja
su potvrdila da jedino intaktni dupA sojevi, dakle oni koji sadrZavaju i jhp0917
i jhp0918, mogu formirati tip IV sekrecijski sistem (T4SS) i biti ukljueni u
patogenezu gastroduodenalne bolesti (212).

Postoje razliCite gegrafske varijacije u prevalenciji dupA i njegovoj

povezanosti ili nepovezanosti sa duodenalnom ulkusnom bolesti (DU).
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Rezultati razli¢itih studija o povezanosti dupA i kliniCkog ishoda su
kontroverzni. Isto tako, povezanost dupA i DU u samo nekim populacijama
moze biti odraz razlike u definiciji i dijagnostici DU ili u upotrebi lijekova koji
uzrokuju ili lije€e DU. Razlike mogu biti uvjetovane i razliitim PCR tehnikama
u detekciji intaktnog dupA. Razlike mogu biti prisutne i unutar etnickih i
starosnih skupina stanovnika unutar iste zemlje. U prilog toj tvrdnji idu razliciti
rezultati dviju studija iz Brazila: Pereira i sur. su detektirali dupA gen u 23.4%
odraslih i 18.1% djece (213), a Gomes i sur. u odraslih 89.46%, a u djecjoj
populaciji 100% (214). U nasoj studiji radilo se o odraslim bolesnicima u kojih
nije nadena statisticki znaCajna razlika u dobi i prisustvu dupA.

Prevalencija dupA je znacajno veca u izolata bolesnika s DU, a manja u
bolesnika s karcinomom Zeluca ( Japan, Koreja, Kolumbija) (42% vs 9% u
prosjeku) (133). U preglednim ¢lancima navode se podaci o prevalenciji
dupA Sirom svjeta od oko 44.8% i razlikuju se u pojedinim nacionalnim i
etnickim grupama stanovnistva. Povezanost dupA i razvoja bolesti uglavnom
je proucavana u vecini azijskih zemalja. Meta analiza iz 2010. koja je ukljucila
17 studija sa 2466 bolesnika potvrdila je povezanost dupA i klinickog ishoda i
pokazala prevalenciju dupA od 31.0% u azijskim zemljama i 64.1% u
zapadnim zemljama. Infekcija s dupA pozitivnim H. pylori povecava rizik za
DU u azijskim zemljama, ali ne i u zapadnim zemljama (215).

Glavno ograni¢enje naSe studije je u mali broj bolesnika s duodenalnom
ulkusom boles¢u (12.6%) i potpuni izostanak bolesnika s karcinomom Zeluca,
Sto naruSava definitivni zakljuCak o dupA kao markeru duodenalnog ulkusa i
njegovoj protektivnoj ulozi za razvoj atrofije, intestinalne metaplazije i
Zzelu€anog karcinoma. Gotovo isti broj uzoraka H. pylori i slicne grupe
bolesnika kao u naSoj studiji istrazivali su Osman i sur. u malezijskoj
populaciji. Slicno kao u nasSem istrazivanju detektirali su prevalenciju od
22.9% dupA gena, najCeCe ucCestalosti u NUD grupi i bez statistiCke
povezanosti sa klinickim ishodom (216).

Studija Schmidta i sur. iz Svedske nije nasla razliku u prevalenciji dupA u
bolesnika s NUD, DU i karcinomom Zeluca, a ni povec¢anu produkciju IL-8 in

vitro kod dupA pozitivnih izolata (139).
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Originalno istrazivanje podupire hipotezu o povezanosti dupA i povecane
produkcije IL-8 u antrumu Zelu€ane sluznice, a time i razvoju antrum
predominantnog gastritisa (133).

Vodeci se originalnim istraZivanjem Lu i sur. iz 2005. godine i mi smo u na
poCetku naseg istrazivanja postauvili istu hipotezu. NaSa studija nije pokazala
statistiCki znacajnu razliku u inflamatornom skoru gastritisa u antrumu i
korpusu, a samim tim ni statistiCki znacajnu razliku u zastupljenosti dupA
prema dominaciji gastritisa , $to je konzistentno sa studijom Schmidt i sur.
(139). Suprotno, Imagawa i sur. su u svojoj studiji ustanovili da bolesnici sa
dupA pozitivnim H. pylori luCe znacajno viSe zeluCane kiseline od dupA
negativnih (176). Abadi i sur. su promatrajuc¢i otpornost dupA pozitivnih
sojeva na zelu€anu kiselinu sugerirali da su se ti sojevi zapravo adaptirali u
Zelucu (217). Takvi rezultati podupiru tezu povezanosti dupA i povecanog
rizika za DU. Arachi i sur., te Alam i sur. u populaciji jugoistoCne Indije nasli
su povezanost dupA i DU (134, 135).

Antimikrobna rezistencija (otpornost) H. pylori sojeva definira se kao primarna
(antibiotik je nedjelotvoran na bakteriju i prije pokusaja lijeCenja) i sekundarna
ili steCena (kad osjetljivi soj stekne rezistenciju tijekom lijeCenja) rezistencija.
Glavni uzrok tog fenomena su to¢kaste mutacije u DNA H. pylori (218).
Analiza antimikrobne aktivnosti in vivo je mnogo kompleksnija nego one in
vitro. Aktivnost ne ovisi samo o odnosu izmedu antibiotika i bakterije, nego
postoji i treCi Cimbenik — domacin. Razli€iti Cimbenici iz okolisSa utjeCu na
mikroorganizam Kkoji moze biti lociran u razli€itim tkivima i tjelesnim
tekuc¢inama, a koji se razlikuje od uvjeta na umjetnim podlogama. Odgovor
mikrobne populacije na antibiotike u organizmu €ovjeka nije tako uniformiran
kao kod testiranja in vitro.

U nasoj studiji testiranjem antimikrobne osjetljivosti 103 H. pylori izolata dobili
smo rezultate osjetljivosti nakon provedenih eradikacijskih shema
(sekundarna rezistencija). Usporedujuci s rezultatima ostalih studija iz
razliCitih geografskih podrucja uoCava se izrazita heterogenost, ne samo

medu pojedinim zemljama, ve¢ i unutar iste zemlje. Takoder je vazno
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napomenuti i neujednacenost u tumacenju primarne/sekundarne rezistencije.
Tako su brojne studije rezultate rezistencije proglasavali primarnom
rezistencijom ako je bio izostanak eradikacijske terapije i samo 4 tjedna prije
endoskopije i uzimanja uzoraka. Dosadas$nji objavljeni podaci o rezistenciji H.
pylori za Hrvatsku odnosili su se na primarnu rezistenciju. Ponekad je
usporedba studija oteZzana zbog malog broja testiranih izolata, Cesto
ogranicenih na odredenu skupinu bolesnika, a i zbog razli€itih laboratorijskih
tehnika kojima se detektira antimikrobna osjetljivost.

Dokazano je da rezistencija na klaritromicin, a u manjoj mjeri na metronidazol
utjeCe na neuspjeh eradikacijske terapije ukoliko su uklju€eni u eradikacijski
rezim. U sluCaju kada je soj osjetljiv na klaritromicin eradikacija iznosi oko
87.8%, dok u sluCajevima gdje je taj soj rezistentan na klaritromicin stopa
eradikacije spusta se na 18.3%. Osjetljivost na metronidazol rezultira u 97% -
tnoj eradikaciji, a rezistencija na taj antibiotik rezultira u 25%- tnom
smanjenju eradikacije (219).

Od kako je 1990-ih klaritromicin uveden u terapiju H. pylori, u mnogim
zemljama biljezi se porast H. pylori klaritromicin rezistentnih sojeva. Velikim
dijelom to je i rezultat propisivanja klaritromicina za lijeCenje respiratornih i
zubnih infekcija (219-221). Postotak rezistentnih sojeva u odredenoj zemlji
proporcionalan je s godinama potro$nje tog antibiotika u toj zemlji i razlikuje
se u razliCitim dobnim skupinama (djeca, odrasli), kao rezultat povecanog
propisivanja makrolida za infekcije respiratornog trakta (219,220,222).

U na$oj studiji sekundarna rezistencija izolata u periodu od 2008. do 2012.
na klaritromicin/azitromicin iznosila je 74.8%. U studiji provedenoj u Krakowu
u periodu od 1999. do 2002. nadena je sekundarna rezistencija od 66.7%
(223). Nesto manja rezistencija od 54% zabiljeZena je u studiji provedenoj u
viSe centara u Poljskoj u periodu od 2001. do 2004. (224), dok studija iz iste
zemlje u periodu od 2006. do 2008. biljezi rezistenciju od 80% (225). Selgrad
i sur. u studiji provedenoj u Njemackoj u sedmogodiSnjem periodu (2005.-
2012.) nasli su rezistenciju na klaritromicin od 63.2% (226), a Raymond i sur.
u Francuskoj u periodu od 2004. do 2007., 68% (227). Visoku stopu

sekundarne rezistencije, oko 70%, sli€¢no nasoj studiji, zabiljeZila je i studija iz
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juznog Tajvana provedena u periodu od 2010. do 2014. (228). U Kini je
zabiljeZzen porast sekundarne rezistencije od 29% u 2000. na 100% u 2009.
(229). U studiji iz I1zraela testirano je 1042 izolata u periodu 2007. do 2014.
godine. Zabiljezena je rezistencija od 57.2%. Proucavajuc¢i cimbenike
povezane s antimikrobnom rezistencijom ustanovljeno je da je viSa starosna
dob bila znacajno povezana s rezistancijom na klaritromicin, metronidazol i
levofloksacin, te dvostrukom rezistencijom na Kkraritromicin-metronidazol,
vjerojatno kao posljedica duzeg trajanja infekcije i povec¢ane ranije potrosSnje
antibiotika. Rezistencija je bila ve¢a kod osoba rodenih u istocnoj Europi i
Srednjem/Bliskom istoku u odnosu na rodene u lzraelu. Spol se nije
povezivao s rezistencijom (230). U naSoj studiji nije nadena povezanost dobi
I spola i rezistencije, kao ni u studiji iz Londona provedenoj na 101 izolatu,
slicno kao u nasoj studiji (231).

Druge studije pokazale su razliCite rezultate povezanosti spola i rezistencije.
U belgijskoj studiji izolati Zena pokazali su ve€u rezistenciju (232). Jedna od
pretpostavki te povezanosti je veca potroSnja makrolida i nitroimidazola za
ginekoloske infekcije. Neke studije opisale su veéu rezistenciju izolata
izoliranih od muskaraca (234-235).

Rezistencija H. pylori na metronidazol je kompleksna i primarno povezana s
inaktivacijom nekoliko gena povezanih s redoks procesima (235). Suprotno
od klaritromicinske rezistencije ima manji utjecaj na uspjeh eradikacije i moze
se prevladati poveCanjem doze (236,150). Nepodudarnost izmedu
rezistencije in vitro na metronidazol i ishoda lijeCenje dijelom se moze
objasniti u promjenama razine kisika u zelucu, gdje metronidazol rezistentni
H. pylori sojevi postaju osjetljivi na metronidazol u uvjetima niske razine
kisika in vivo (237). U naSih izolata zabiljeZzena je visoka rezistencija od
80.6%. U spomenutim studijama zabiljeZena je sekundarna rezistencija na
metronidazol od 66.7% u Poljskoj (225), 68% u Njemackoj (226), 72% u
Francuskoj (227), 63.2% u Tajvanu (228), 53.3% u lzraelu (230).

Cesta upotreba makrolida i metronidazola u terapiji H. pylori uéinile su da je
H. pylori vrlo Cesto rezistentan na obje skupine antibiotika. U na$oj studiji
dvostruka rezistencija na CLA/AZT-MTZ prisutna je u vise od 50% (52.4%)
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izolata. Sli¢ne rezultate nalazimo u lzraelskoj studiji Boltin i sur. (230), te u
studiji Toracchio i sur. iz centralne Italije (238).

Rezistencija na amoksicillin je niska u cijelom svijetu, a u mnogim zemljama
nije ni registrirana (219). To je potvrdeno i u nasoj studiji gdje su H. pylori
izolati bili jako dobro osjetljivi na amoksicillin (100%), kao i u studijama iz
Poljske (223,225), Njemacke (226), Italije (1% rezistencija) (238). Ta se
situacija nije mijenjala godinama usprkos Ceste upotrebe amoksicillina kako u
terapiji H. pylori infekcije, tako i drugih infekcija (224). Izuzetak su Brazil i
juzna Koreja gdje je zabiljeZena rezistencija na amoksicillin od 38%, odnosno
18.5% (239, 240).

Danas se sve viSe biljezi porast rezistencije na levofloksacin i to postaje
globalni problem. Rezultat je to nekritickog propisivanja florokinolona za
druge infekcije (urinarne, respiratorne). A upravo je Maastricht IV koncenzus
preporucio levofloksacin kao drugu liniju lije¢enja nakon neuspjeha prve linije
(241). Raspon sekundarne rezistencije na levofloksacin u studijama kretao
se od niskih 5.1% u studiji Boltin i sur. iz Izraela (230), do visokih 44.5% u
studiji Wueppenhorst i sur. iz Njemacke (242) i 44.2% u studiji Almeida i sur.
iz Portugala (243). NaSi rezultati se poklapaju sa studijom Romano i sur. iz
Italije koja je provedena na 104 H. pylori izolata i izvjestila o 14.6%
sekundarne rezstencije na levofloksacin (225). NeSto vecu rezistenciju od
16% ustanovila je poljska studija (225), te studija iz centralne Njemacke
(17.6%) (226). Srednju vrijednost tog raspona rezistencije zabiljezila je
tajvanska studija (26.5%) (228). U naSoj studiji bile su iskljuéene osobe
mlade od 18 godina, ali studije koje su se bazirale na dobi ustanovile su
manju rezistenciju u djece u odnosu na odrasle (232). To je osobito bilo
znacCajno za florokinolone koji se rijetko propisuju u toj dobnoj skupini.
Megraud i sur. nasli su da je starija dob rizicni Cimbenik za rezistenciju na
levofloksacin (245).

Van der Hulst i sur. su prvi istraZili povezanost cagA i stope izljeCenja.
Izvjestili su 0 znacajno vecoj stopi izljeCenja kod bolesnika inficiranih s cagA

pozitivnim sojevima (73%) u odnosu na cagA negativne sojeve (52%) (167).
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Neke studije su uspijele potvrditi originalnu hipotezu (168,169,170), a neke
nisu nasle povezanost izmedu cagA i stope izljeCenja (171,172). S obzirom
da su svi nasi izolati rezultat neuspjelog lije€enja nije mogucéa usporedba s
tim studijama koje su usporedivale prisutnost gena sa stopom izlje¢enja.
Nasa studija nije nasla povezanost gena virulencije cagPAIl s antimikrobnom
rezistencijom, kao ni studija Ortiz Godoy i sur. iz Brazila i studija iz Londona
(246,231). Studija Taneike i sur. pokazala je povezanost rezistencije na
metronidazol i cagA negativnih H. pylori izolata, sugeriraju¢i da je odsutnost
cagA razlog za stjecanje rezistencije na metronidazol (247). Suprotno, neke
studije su nasle povezanost MTZ rezistencije i cagA pozitiviteta (248), te
cagA, dupA i CLARO, MTZ i AMX rezistentnih H. pylori izolata (249). Hussein
i sur. su u svojoj studiji nasli povezanost dupA i A2147G mutacije za
klaritromicinsku rezistenciju (250).

Suprotno, u nasoj studiji pozitivni dupA znacajno smanjuje rezistenciju H.
pylori izolata na metronidazole za 75.4%.

Moguci su i drugi mehanizmi odgovorni za neuspjeh izlijeCenja, buduce

studije ¢e odgovoriti na ova pitanja.
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7. ZAKLJUCCI

1. Rezultati nase studije pokazali su predominantnu prisutnost parcijalno
izbrisanog cagPAI otoka (84.5%) i mali broj izolata s izbrisanim cagPAl
(15.5%). Nijedan izolat nije posjedovao intaktni’kompletni cagPAl. Nije
nadena statistiCka povezanost raspodjele istih s endoskopskom
dijagnozom niti s patohistoloSkim promjenama zZelu¢ane sluznice.

2. Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost prisutnosti niti jednog od
10 detektiranin gena cagPAl otoka s endoskopskom dijagnozom
(P>0.16).

3. Prevalencija cagAl pozitivnih Helicobacter pylori sojeva u bolesnika iz
sjeverozapadne Hrvatske je visoka, iznosi 71.8%.

4. CagA2 gen u nasoj studiji je bio povezan s viSim stupnjem inflamacije
ZeluCane sluznice antruma (P=0.032), viSim ukupnim skorom za
korpus (P=0.008) i s vec¢om gusto¢om H. pylori u korpusu (P=0.001).

5. Zastupljenost cagE u nasoj studiji je bila ve¢a od cagA (75.7% vs
71.8). Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost s patohistoloSkim
promjenama Zelu€ane sluznice.

6. CagT kao marker cagll regije detektiran je u 68% izolata i nadena je
povezanost sa znacCajno manjom ucestaloséu atrofije antruma
(P=0.021).

7. CagM detektiran je u 71.8% izolata i utvrdena je povezanost s vecom
gustocom H. pylori u korpusu (P=0.020) i viSim ukupnim skorom za
korpus (P=0.046).

8. Apcag detektiran je u 63.1% izolata i utvrdena je povezanost s viSim
stupnjem inflamatornog skora u antrumu (P=0.025) i viSim ukupnim
skorom za antrum (P=0.022).

9. LEC (lijevi kraj cagll) detektiran je u 48,5% izolata i utvrdena je
povezanost sa znacCajno manjom ucestaloséu atrofije antruma
(P=0.008).

106



10.U naS$oj studiji udio tnpA i tnpB gena bio je nizak i bez povezanosti s
patohistoloSkim nalazom, te bi se na temelju prethodno navedenih
istraZzivanja moglo zakljuCiti da je rezultat analize izolata H. pylori
specificne skupine bolesnika, tj. potpunog izostanka bolesnika s
karcinomom Zeluca.

11.Sekundarna rezistencija H. pylori izolata iz sjeverozapadne Hrvatske
nakon jednog ili viSe neuspjelih pokuSaja lije€enja izrazito je visoka.
Vise od 50% izolata posjeduje dvostruku rezistenciju na makrolid
(azitromicin/Kklaritromicin) i metronidazol, a 14.6% na levofloksacin.

12.Nije utvrdena prisutnost dupA gena u bolesnika s duodenalnom
ulkusnom bolesti iz sjeverozapadne Hrvatske. Nadena je znacajno
veca ucCestalost dupA gena u bolesnika s neulkusnom dispepsijom te s
ulkusnom bole$¢éu Zeluca (P=0.016). Takva raspodjela moze biti i
rezultat nejednolike zastupljenosti NUD i ulkusnih bolesnika u nasoj
studiji.

13. Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u skoru intenziteta gastritisa ni
u antrumu (P=0.434), ni u korpusu (P=0.084) prema zastupljenosti
dupA gena.

14.Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u zastupljenosti dupA gena
prema predominaciji gastritisa (P=0.691).

15.Nije nadena povezanost prisutnosti 10 gena virulencije cagPAI otoka i
rezistencije H. pylori izolata iz sjeverozapadne Hrvatske na testirane
antibiotike.

16.1zostanak dupA gena bio je statisticki znacajno povezan s
rezistencijom na metronidazol (P=0.012). Pozitivan dupA gen statisticki
znaCajno smanjuje Sansu za rezistenciju izolata H. pylori na
metronidazol za 75.4%.

17.Nije utvrdena statistiCki zna€ajna povezanost dupA genotipa s tipom
cagPAl (P=0.414).
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8. SAZETAK

UvoD

Nekoliko gena virulencije, ukljuCujuci i cagA smjesStenih u otoku patogenosti
cagPAlI (eng. citotoxin pathogenicity island) Helicobacter pylori povezuje se s
gastroduodenalnim bolestima i stoga varijacije u genskoj strukturi cagPAl
mogu biti odgovorne za razliCite klinicke ishode. Prema nekim istrazivanjima
dupA gen smjeSten u plasticnoj regiji (eng. plasticity region) H. pylori
povezuje se s razvojem duodenalnog ulkusa i ima protektivnu ulogu u

razvoju atrofije i intestinalne metaplazije.

CILJ

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi uCestalost gena virulencije cagPAI otoka
(Apcag, cagAl, cagA2, cagA3, cagM, cagT, cagE, LEC, tnpA i tnpB) i dupA
gena Helicobacter pylori izolata bolesnika nakon viSestruke neuspjele
eradikacijske terapije, te ustanoviti njihovu povezanost s endoskopskom

dijagnozom i patohistoloSkim promijenama zZelu€ane sluznice.

MATERIJALI/METODE

Geni virulencije 103 H. pylori DNA izolata detektirani su PCR metodom.
Bolesnici su prema endoskopskoj dijagnozi svrstani u tri grupe: neulkusna
dispepsija (NUD) (n=69), erozije/ulkus Zeluca (EUV) (n=22) i erozije/ulkus
duodenuma(EUD) (n=12).

Patohistoloski nalazi skorirani su po Sydney-skoj klasifikaciji.

REZULTATI

Pojedinacna ucestalost cagPAIl gena bila je slijedeca Apcag 63.1%, cagAl
71.8%, cagA2 69.9%, cagA3 5.8%, cagM 71.8%, cagE 75.7%, cagT 68%
tnpA 9.7%, tnpB 6.3% i LEC 48.5%. UCestalost dupA bila je 34.0%.

Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost prisutnosti niti jednog od 10

detektiranih gena cagPAIl otoka s endoskopskom dijagnozom (P>0.16). Za
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CagA, Apcag i cagM gene utvrdena je statisti¢ki znaCajna povezanost s visim
stupnjem patohistoloSkih parametara kroni€nog gastritisa (p<0.05). Nije
utvrdena prisutnost dupA gena u bolesnika s duodenalnom ulkusnom bolesti iz
sjeverozapadne Hrvatske. Nadena je znacCajno veca ucestalost dupA gena u
bolesnika s neulkusnom dispepsijom te s ulkusnom boleS¢u Zeluca (P=0.016).
Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u skoru intenziteta gastritisa ni u
antrumu (P=0.434), ni u korpusu (P=0.084) prema zastupljenosti dupA gena.

Vide od 50% izolata pokazivalo je rezistenciju i na makrolide i na metronidazol.

ZAKLJUCAK

Nase istrazivanje ukazalo je na visoku frekvenciju cagA, Apcag i cagM gena
u izolatima bolesnika i njihovu povezanost s viSim stupnjem patohistoloskih
promjena u Zelu€anoj sluznici, $to moZe ukazati na pojacani rizik za razvoj
ulkusne, premaligne i maligne bolesti u bolesnika s bezazlenim endoskopskim
nalazom.

Nije nadena povezanosti dupA gena i duodenalnog ulkusa u bolesnika, kao
ni statistiCki znaCajna zastupljenosti dupA gena prema dominaciji gastritisa.
Ponovna eradikacija H. pylori infekcije kod tih bolesnika namece se kao jedini
pravilan izbor. S obzirom na nezadovoljavajucu djelotvornost uobicajene
trojne terapije zasnovane na klaritromicinu zbog rastu¢e antibiotske
rezistencije, namece se potreba za promjenama strategije lijeCenja koje bi

povecale stupanj eradikacije (novi antibiotici ili nove kombinacije lijekova).
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9. SUMMARY

BACKGROUND

Certain virulence genes including cagA located in the pathogenicity island
cagPAIl (eng. citotoxin pathogenicity island) of Helicobacter pylori are
associated with gastroduodenal diseases and thus the variation of cagPAl
might influence various clinical syndroms. According to some studies dupA
gene located in plastic region (eng. plasticity region) of H. pylori is associated
with development of duodenal ulcer and has protective role against

development of atrophy and gastric metaplasia.

AIM

The aim of this study was to determine the frquency of virulence genes within
cagPAl island (Apcag, cagAl, cagA2, cagA3, cagM, cagT, cagE, LEC, tnpA i
tnpB) and dupA gene in Helicobacter pylori isolates obtained from patients
after multiple unsuccessful antimicrobial therapy, and to analyze the
correlation between the presence of these genes and endoscopic diagnosis

and pathohistological alterations of gastric mucosa.

MATERIALS/METHODS

Virulence genes of 103 H. pylori isolates were detected by PCR. According to
endoscopid diagnosis the patients were classified into three groups: non-
ulcer dyspepsia (NUD) (n=69), erosio/ulcus ventriculi (EUV) (n=22) and
erosio/ulcus duodeni (EUD) (n=12).

Pathohistological findins were interpreted according to Sydney classification

sheme.

RESULTS

Single prevalence of cagPAl gene was as follows: Apcag 63.1%, cagAl
71.8%, cagA2 69.9%, cagA3 5.8%, cagM 71.8%, cagE 75.7%, cagT 68%
tnpA 9.7%, tnpB 6.3% i LEC 48.5%. The frequency of dupA was 34.0%.
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There was no correlation between 10 analysed genes of cagPAIl island with
endoscopic diagnosis (P>0.16). The presence of CagA, Apcag i cagM gene
was associated with higher grade of pathohistological parameters of
gastritisa (p<0.05). DupA gene was not found in patients with duodenal ulcer
disease from Nortwest Croatia. DupA gene was significantly more frequent in
patients with non-ulcer dyspepsia and gastric ulcer disease (P=0.016). There
was no statistically significant difference in gastritis intensity score either in
antrumu (P=0.434), or in corpus (P=0.084) in relation to the presence of
dupA gene.

More then 50% of the isolates were resistant to both macrolides and

metronidazol.

CONCLUSION

Our study demonstrated high frequency of cagA, Apcag i cagM genes in
patient’s isolates and their correlation with high grade of pathohistological
alterations in gastric mucosa, representing a risk factor for development of
ulcer, premalignant and malignant diseases.

There was no correlation between the presence of dupA gene and duodenal
ulcer. Moreover, no significant difference in the frequency of dupA gene
according to the type of gastritis was found.

Repeated attempt to eradicate H. pylori seems to be the best choice for the
patient. Concerning the unsatisfactory efficiency of triple therapy based on
clarithromycine due to increasing resistance, new therapeutic options based
on the new treatment strategies should be implemented in order to increase

the level of eradication (new antibiotics or combination of antibiotics).
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