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1. WSTEP

W 2005 roku nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny
przyznano dwom australijskim naukowcom ze szpitala w Perth, J. Robinowi
Warrenowi i Barry'emu J. Marshallowi, odkrywcom bakterii Helicobacter
pylori (H. pylori), ktérzy potwierdzili jej role w patogenezie zapalenia zotagdka
oraz choroby wrzodowej zotgdka i dwunastnicy [1, 2, 3, 4, 5].

W latach 80-tych XX wieku, za gtéwng przyczyne choroby wrzodowej
uwazano stres oraz niehigieniczny tryb zycia, a w leczeniu stosowano
gtéwnie leki hamujgce wydzielanie kwasu solnego. Takie postepowanie
czesto prowadzito do nawrotéw choroby. Dopiero udowodnienie zwigzku
pomiedzy zakazeniem H. pylori, a chorobg wrzodowg spowodowato
wprowadzenie do terapii lekdw przeciwbakteryjnych oraz zastgpienie
leczenia zachowawczego terapig przyczynowg [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7].

Po raz pierwszy obecno$¢ bakterii spiralnych w poptuczynach tresci
zotadkowych, pobranych od pacjentow z chorobami zotgdka opisat
w 1886 roku profesor medycyny Uniwersytetu Jagiellonskiego — Walery
Jaworski w swojej ksigzce dla lekarzy: ,Podrecznik choréb zotgdka”.
Ze wzgledu na zakrzywiony ksztatt nazwat je Vibrio rugula. Sugerowat
ich role w patogenezie chorob zotgdka [8].

W kolejnych latach, pojawiato sie wiele doniesien na temat obecnosci
spiralnych mikroorganizméw w zotgdkach ssakow [5].

Laureaci nagrody Nobla swoje prace nad H. pylori rozpoczeli pod
koniec lat 70-tych XX wieku. Robin Warren badajgc probki bioptatow pobrane
ze Sluzéwki zotgdka od pacjentow zgtaszajgcych sie na badanie
endoskopowe, zauwazyt wyrazng Kkorelacje pomiedzy obserwowanymi
zmianami histopatologicznymi, a wystepowaniem drobnoustrojéw spiralnych
[9].

Rok 1982 otworzyt nowy rozdziat w gastroenterologii, kiedy Warrenowi
i Marshallowi, jako pierwszym na sSwiecie, udato sie wyhodowacé czyste
kolonie bakterii H. pylori, przypadkowo wydtuzajgc, ze wzgledu na okres
Swigt Wielkanocnych, czas inkubacji. Poczgtkowo nazwano je podobne
do Campylobacter (Campylobacter — like organism). Poniewaz bakterie te

izolowano gtownie z czesci przedodzwiernikowej Zotgdka, nadano



im nazwe Campylobacter pyloridis, ktérg ze wzgledow gramatycznych
poprawiono na Campylobacter pylori. Nastepnie, aby dowiesc
chorobotwérczosci bakterii i spetni¢, tzw. trzeci postulat Kocha, Barry
Marshall wypit zawiesing bakterii, co wywofato u niego ostre zapalenie
zotadka, z licznymi potwierdzonymi endoskopowo i histopatologicznie
nadzerkami oraz wybroczynami. Objawy chorobowe ustgpity po podaniu
odpowiednich lekow przeciwbakteryjnych. Eksperyment ten potwierdzit role
Campylobacter pylori jako czynnika etiologicznego niezytu zotgdka
[1,3,4,5,9, 10, 11].

Odkrycie réznic morfologicznych, biochemicznych oraz genetycznych
pomiedzy Campylobacter pylori, a innymi bakteriami z tego rodzaju,
spowodowato utworzenie w 1989 roku nowego rodzaju — Helicobacter,
a bakterie izolowang od ludzi nazwano Helicobacter pylori [11].

Udowodnienie przez australijskich noblistéw bezposredniego wptywu
zakazenia H. pylori w patogenezie zapalenia Zzotgdka oraz choroby
wrzodowej zacheca do kontynuacji prowadzenia badan nad rolg innych

drobnoustrojow w etiologii przewlektych choréb o charakterze zapalnym [5].

1.1. Epidemiologia zakazenia H. pylori

Zakazenie H. pylori jest jednym z najczesciej wystepujgcych w swiecie
i dotyczy okoto 50% populacji ludzkiej. Jednak odsetek infekcji w krajach
rozwijajgcych sie (Ameryki Potudniowej, Azji, Afryki), jest znacznie wyzszy
(70-90%), niz w krajach rozwinietych (Ameryki Pétnocnej, Europy
Zachodniej) (20-40%) [12, 13, 14]. Wynika to przede wszystkim z czynnikéw
ryzyka nabycia zakazenia H. pylori, do ktorych zalicza sie, m.in.: niski status
socjoekonomiczny, zte warunki sanitarne oraz wiek dzieciecy [12, 13, 14, 15].
W Polsce szacuje sie, ze odsetek zakazonych wynosi okoto 85% ludzi
dorostych [16].

Gtownym rezerwuarem bakterii jest zakazony cztowiek, a zakazenie
szerzy sie przez kontakty miedzyludzkie. Przypuszcza sig, ze do zakazenia
dochodzi na drodze: oralno-oralnej, gastro-oralnej oraz fekalno-oralnej
[12, 15, 17, 18].



Ostatnie badania przeprowadzone w wielu krajach na catym Swiecie,
donoszg o spadku czestosci wystepowania zakazenia H. pylori zarbwno
w krajach o wysokim jak i o niskim poziomie socjoekonomicznym, co wynika
przede wszystkim z polepszenia standardu zycia oraz warunkéw sanitarnych
[15].

1.2. Charakterystyka H. pylori

Rodzaj Helicobacter, zaliczany do klasy &-Proteobacteria, obejmuje
ponad 20 gatunkow, sposrod ktorych najwazniejsze znaczenie Kkliniczne
posiada H. pylori. Jest ona mikroaerofilng, Gram-ujemng, spiralng lub
esowato wygietg pateczka, o rozmiarach od 0.5-1 pm szerokosci i 2.5-5 ym
dtugosci. Dzieki obecnosci rzesek (4-6) utozonych biegunowo, wykazuje

zdolnosc¢ do ruchu (rycina 1).

Rycina 1. Helicobacter pylori [19].

W budowie komorki, bakteria ta podobna jest do innych pateczek
Gram-ujemnych. Pod wzgledem biochemicznym, nie redukuje azotandw, nie
hydrolizuje hipuranu sodu. Jest natomiast katalazo- i oksydazo-dodatnia,
wytwarza dwa typy ureazy oraz wiele innych enzyméw, takich jak: fosfataza
alkaliczna i kwasna, esterazy, dysmutaza nadtlenkowa, fosfoamidaza,
transpeptydaza glutamylowa [20, 21]. W niesprzyjajgcych warunkach (stres
wywotany reaktywnymi formami tlenu, leki przeciwbakteryjne) moze

przyjmowac posta¢ zarodnikowg [22, 23, 24].



1.3. Genom H. pylori

Bakteria H. pylori, przystosowana do zycia w Scisle okreslonym
srodowisku, posiada maty genom, ktory stanowi w przyblizeniu 1/3 wielkosci
genomu Escherichia coli. Ma postac kolistej, dwuniciowej czgsteczki DNA
o stosunkowo niewielkiej zawartosci guaniny i cytozyny (G+C), 39%. Zawiera
minimalny zestaw genow, niezbednych do przezycia w warunkach
panujgcych w zotgdku [25, 26].

Sekwencje catego genomu H. pylori poznano w 1997 roku w trakcie
badan prowadzonych w The Institute for Genomic Research w USA. Badany
szczep oznaczony symbolem 26695, wyizolowano od pacjenta z niezytem
zotadka [27]. Przed wykonaniem sekwencjonowania, szczep byt wielokrotnie
pasazowany. Ze wzgledu na duzg zmiennos¢ genetyczng H. pylori, ktora
mogta ujawnic¢ sie w trakcie pasazu, zespdt naukowcow z USA postanowit
ustalic sekwencje genomowego DNA innego szczepu H. pylori,
pochodzgcego od pacjenta z chorobg wrzodowg dwunastnicy, ktory nie byt
poddany pasazowaniu przed sekwencjonowaniem. Oznaczono go symbolem
J99 [28]. Obydwa typowane szczepy posiadaty geny cagA i vacA (s1/m1),
warunkujgce zjadliwos¢ H. pylori [28].

Poréwnanie sekwencji i organizacji genomu u szczepow H. pylori
26695 oraz J99 wykazato, ze obydwa szczepy posiadaty zblizong jego
organizacje oraz podobny zestaw biatek kodowanych na chromosomie
[25, 26, 28]. Nie znaleziono jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, jaki jest
zwigzek pomiedzy zmiennoscig na poziomie DNA, a chorobotwdrczoscig
[25].

Cechy genomu H. pylori:
e obecnos¢ duzej ilosci gendw odpowiedzialnych za restrykcje
i modyfikacje,

e charakterystyczny uktad gendéw odpowiedzialnych za synteze

lipopolisacharydu (LPS — lipopolisacharyd),

e duza ilos¢ gendw kodujgcych lipoproteiny oraz biatka btony

zewnetrznej (OMP — outer membrane proteins),

e obecnos¢ wyspy patogennosci 40 kpz,

e mata ilos¢ gendw kodujgcych biatka regulacyjne,
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e rozbudowany genetyczny system zdobywania zelaza [11, 25].

1.4. Czynniki wirulencji H. pylori

Do gtéwnych czynnikow wirulencji H. pylori, umozliwiajgcych
kolonizacje oraz uszkodzenie btony Sluzowej zotgdka zalicza sie, m.in.:
ureaze, rzeski, adhezyny, LPS, katalaze, lipazy, fosfolipazy, proteazy,
cytotoksyne wakuolizujgcg VacA (Vacuolating cytotoxin A) oraz produkty
genow zlokalizowane w obrebie wyspy patogennosci cag PAI
(cytotoxin-associated gene A pathogenicity island), w tym biatko CagA
(cytotoxin-associated gene A antigen) [2, 5, 7].

W niniejszej pracy opisano ureaze, rzeski oraz cytotoksyny VacA
i CagA.

1.4.1. Ureaza

H. pylori, nie bedgc bakterig acidofilng, kolonizuje btone $luzowg
zofgdka cziowieka. Ureaza, produkowana przez nig w duzej ilosci
(6-10% wytwarzanych biatek), jest czynnikiem umozliwiajagcym jej
przetrwanie w kwasnym s$rodowisku soku zotgdkowego oraz dotarcie do
komorek nabtonka. Enzym katalizuje reakcje hydrolizy mocznika, w wyniku
ktorej powstaje dwutlenek wegla oraz amoniak [5, 26].

Amoniak, alkalizujgc srodowisko w otoczeniu bakterii, powoduje
neutralizacje soku zotgdkowego, co pozwala komoérkom H. pylori przebi¢ sie
przez warstwe Sluzu i dotrze¢ do nabtonka. Ponadto, indukuje bezposrednio
i posrednio powstawanie uszkodzen w btonie Sluzowej Zzotgdka. Jony
wodorotlenowe, powstajgce w skutek dysocjacji amoniaku w Srodowisku
wodnym dziatajg cytotoksycznie w stosunku do komérek nabtonkowych
zotadka [29]. Natomiast sam amoniak, poprzez wychwyt jonow wodorowych
podnosi pH, co prowadzi do zwiekszonego uwalniania gastryny oraz
pobudzenia komorek oktadzinowych do produkcji kwasu solnego. Dlatego
tez, amoniakowi przypisuje sie udziat w powstawaniu mikronadzerek btony
Sluzowej, czemu z kolei towarzyszy uwalnianie wielu sktadnikdw odzywczych
dla drobnoustroju [5, 11, 26, 30].
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W wyniku zakazenia H. pylori, dochodzi do kontaktu komorek
bakteryjnych z neutrofilami oraz uruchomienia tlenowych mechanizmoéw
zabijania drobnoustrojow. Wytwarzany w tym procesie kwas podchlorawy
moze reagowacC z amoniakiem tworzgc silnie toksyczng monochloramine,
ktéra powoduje lize komédrek, co w konsekwencji prowadzi do powstania
ubytkbw w btonie Sluzowej zotgdka [31]. Monochloramina wywiera takze
efekt mutagenny na DNA komorek eukariotycznych, dlatego moze by¢
istotnym czynnikiem doprowadzajgcym do powstawania nowotworéw u oséb
z przewlekig infekcjg H. pylori [5].

Aktywnos¢ samej ureazy moze by¢ réwniez przyczyng uszkodzen
nabtonka sluzoéwki Zotgdka, ze wzgledu na aktywacje monocytéw oraz
uruchamianie odpowiedzi przeciwzapalnej przez ten enzym [32].

Pod wzgledem budowy, ureaza jest multimerycznym biatkiem,
sktadajgcym sie z dwdch podjednostek UreA i UreB, wystepujgcych
w molekularnym stosunku 1:1. Do petnej aktywnosci enzymu wymagana jest
obecnos¢ jonéw niklu, ktére tgczac sie z miejscami aktywnymi czgsteczki
przeksztatcajg apoenzym w postac aktywng [11, 26].

Za biosynteze ureazy jest odpowiedzialny kompleks 9 gendw ure,
z ktorych ureA i ureB kodujg podjednostki enzymu, natomiast ureCDIEFGH
sg odpowiedzialne za wtgczenie jonow niklu do centrum aktywnego enzymu
[11]. Ponadto, gen urel koduje biatko petnigce funkcje kanatu btony
wewnetrznej, transportujgcego mocznik do komoérki. Jego aktywnos¢ zalezy
od pH srodowiska zewnetrznego [33].

Ureaza wystepuje w dwoch formach. W sktad powierzchni
zewnetrznej btony komérkowej wchodzi izoforma enzymu, ktéra bierze udziat
w hydrolizie mocznika do amoniaku i dwutlenku wegla w celu neutralizacji
kwasu solnego. PostacC cytoplazmatyczna enzymu o takiej samej specyfice
substratowej, okresla kierunek chemotaksji i rowniez posrednio odpowiada
za motoryke bakterii [24, 26].

Mechanizm transportu ureazy na powierzchnie komorki nie zostat do
konca poznany. Jedna z hipotez zaktada, tzw. model ,altruistycznej autolizy”,
gdzie wskutek smierci komérki bakteryjnej dochodzi do uwolnienia enzymu,

ktéry nastepnie jest absorbowany na powierzchni Zzyjgcych bakterii.
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Inne przypuszczenie, to istnienie nie odkrytego do tej pory specyficznego
systemu transportu [24, 26].

Ureaza stanowi jeden 2z najwazniejszych czynnikow H. pylori
w kolonizacji zotgdka oraz decyduje o zjadliwosci szczepu. Potwierdzono
badaniami, ze wszystkie kliniczne szczepy H. pylori produkujg ureaze,
natomiast ureazo-ujemne mutanty H. pylori nie byty zdolne do kolonizacji
btony sluzowej zotadka zwierzat zakazonych w celach doswiadczalnych [34].

Ureaza bytfa pierwszym czynnikiem wirulencji H. pylori wykorzystanym

w diagnostyce chordb zotgdka [35].
1.4.2. Rzeski

Obok spiralnego ksztattu, kluczowg role w poruszaniu sie bakterii,
w gestym S$luzie zotadka, odgrywajg rzeski. Kazda z nich pokryta jest
ostonka, bedgcg przedtuzeniem btony zewnetrznej bakterii, ktéra chroni witke
przed kwasnym srodowiskiem zotgdka [11].

Pojedyncza rzeska zbudowana jest z dwdch rodzajow biatek (flagellin)
— FlaA (53 kDa) i FlaB (54 kDa). Geny kodujgce obydwa biatka, ktore sg
niezaleznymi jednostkami transkrypcyjnymi, zostaty juz sklonowane oraz
zsekwencjonowane [36]. Wykazano, ze obecnos¢ obydwu flagellin jest
konieczna do petnej aktywnosci ruchowej bakterii. Mutacje w genie
kodujgcym jedng z podjednostek flagelliny powodujg ostabienie ruchu,

natomiast w obu genach — utrate ruchliwosci [37].

1.4.3. Cytotoksyna wakuolizujgca VacA

Jednym z gtéwnych czynnikéw wirulencji H. pylori jest cytotoksyna
wakuolizujgca VacA. W 1988 roku Leunk i wsp. wykazali, ze 55%
supernatantow uzyskanych po odwirowaniu hodowli H. pylori, indukowato
powstawanie wakuoli w komaorkach linii HeLa [38].

Badania in vitro wykazaty, ze toksyna VacA jest odpowiedzialna za
wakuolizacje komoérek eukariotycznych. Podana w warunkach in vivo
bezposrednio do Zzotgdka myszy doprowadzita do zniszczenia komorek

nabtonkowych oraz do powstania wrzoddw [39, 40, 41].
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Ze wzgledu na zdolnos¢ do wakuolizacji komérek eukariotycznych
in vitro, szczepy H. pylori podzielono na Tox+ oraz Tox-. Stwierdzono, ze
w szczepach Tox-, ktére nie wykazujg wiasciwosci cytotoksycznych,
transkrypcja genu vacA zachodzi na duzo nizszym poziomie,
niz w szczepach Tox+ [42].

Natywna proteina VacA jest wielkoczgsteczkowym oligomerem,
zbudowanym z szesciu lub siedmiu podjednostek, kazda o masie okoto
90 kDa, przypominajgcym ksztattem kwiat. Biatko prekursorowe VacA
o masie 140 kDa, sktada sie z trzech domen: C-terminalnej domeny
zwigzanej z powierzchnig komoérki (47 kDa), uwalnianej toksyny (90 kDa)
oraz 33-aminokwasowej sekwencji sygnatowej. Prekursor wtasciwej
cytotoksyny ulega specyficznemu procesowaniu (cieciu proteolitycznemu),
na obu konhcach, co prowadzi do uwolnienia dojrzatej toksyny ztozonej
z dwoch podjednostek (37 kDa N-terminalny fragment-P37 oraz 58 kDa
C-terminalny fragment-P58) potaczonych petla, o wzglednej masie
czgsteczkowej okoto 90 kDa (rycina 2) [43].

sekwencja region
sygnalna Srodkowy

]3
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1 1
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— | ——
— ———————
52 m2
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sekrecji
peptyd I Cstermilna domena
sygnaln zwlqzana z komarka
it I PS? P58 I
IJ_I I
11 | |
d E[__l [ £
biatke VacA s m1

IO u

m2

Rycina 2. Polimorfizm genu vacA oraz budowa biatka VacA [5].
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Toksyna tylko w postaci kompleksu, wykazuje aktywnosc¢
wakuolizujgcg. Badania in vitro z wykorzystaniem rekombinowanych biatek
P37 Ilub P58 wykazaly brak efektu wakuolizacji w komdérkach
eukariotycznych, kiedy dziataty niezaleznie od siebie [44].

Toksyna VacA, ze wzgledu na strukturalng organizacje oraz sposob
procesowania biatka jest zaliczana do rodziny toksyn typu AB, wytwarzanych
przez wiele gatunkéw bakterii [45]. Podjednostka A (P37) — aktywna,
odpowiedzialna jest za aktywnos¢ enzymatyczng, a B (P58) — tzw. wigzgca,
rozpoznaje odpowiednie receptory na powierzchni komérek docelowych
(140 kDa biatko p140 zidentyfikowane jako RPTP — receptor-like protein
tyrosine phosphatase oraz 250 kDa biatko p250 RPTP; w zaleznosci od
rodzaju komorek) [46, 47].

Wiadomo, ze aktywnosc¢ toksyny VacA znacznie wzrasta w kwasnym
pH, a sama toksyna jest odporna na dziatanie pepsyny i kwasu solnego,
co czyni jg dobrze przystosowang do warunkdw, jakie panujg w zotgdku [48].
Przypuszcza sig, ze w kwasnym srodowisku zotgdka dochodzi do dysocjaciji
oligomeru VacA i powstania monomeréw. Podjednostka P58 wigze sie
z receptorem na powierzchni komorki nabtonka i wraz z jednostkg
P37 wbudowuje sie w btone tej komorki, tworzac kanat selektywnie
przepuszczajgcy aniony. W kolejnym etapie toksyna na drodze endocytozy
dostaje sie do endosomu, co powoduje wzrost przepuszczalnosci jego Scian
oraz akumulacje jonéw. Skutkiem tego, jest naptyw wody do endosomu oraz
powstanie wakuoli [43].

Gen vacA, kodujacy cytotoksyne wakuolizujgcg VacA, obecny jest we
wszystkich klinicznych szczepach H. pylori, jednak tylko 40-50% z nich
wykazuje aktywnos$¢ cytotoksyczng. Posiada mozaikowatg budowe, gdzie
sekwencje konserwowane wystepujg na zmiane z sekwencjami zmiennymi.
Fragmentem silnie konserwowanym we wszystkich szczepach H. pylori jest
odcinek kodujgcy C-terminalng domene protoksyny i segment potozony
w poblizu N-konca. Natomiast zmiennos¢ wykazuje sekwencja sygnalna,
kodujgca fragment peptydu sygnatowego i N-terminalny koniec dojrzatej
toksyny (tzw. region s, signal sequence) oraz fragment odpowiedzialny za
wigzanie z komorkg docelowg (tzw. region m, middle-region) (rycina 2)
[5, 49].
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Atherton i wsp. scharakteryzowali gen vacA u 59 szczepow H. pylori,
wskazujgc na istnienie trzech typdw sekwencji sygnalnej (s7a, s1b, s2) oraz
dwoch rodzajow alleli regionu srodkowego (m71, m2) [49]. Obecnie, znane sg
nowe podtypy regionu s (s7c) oraz m (m1a, m1b, m1c, m2b) [50, 51, 52, 53].

Toksycznos¢ danego szczepu H. pylori jest uwarunkowana
obecnoscig okreslonych typow alleli, ktére wystepujgc w roznych
kombinacjach (poza s2/m1, ktéra jest praktycznie niespotykana w Europie
oraz Stanach Zjednoczonych), odpowiadajg za zwiekszong aktywno$¢
cytotoksyny lub jej brak, co rzutuje na zdolno$¢ do tworzenia kwasnych
wodniczek w komdrkach nabtonka btony sluzowej zotadka [49].

Polimorfizm regionu srodkowego determinuje réznice
w powinowactwie domeny P58 do receptoréw komodrkowych, ktore jest
wieksze w przypadku allelu m1, niz m2 [54, 55]. Sposréd alleli typu s, to s1
warunkuje powstanie hydrofobowego N-konca toksyny, co umozliwia
tworzenie porow w bfonie komorkowej oraz powstanie wakuoli. Natomiast
allel s2, kodujgc biatko procesowane w innym miejscu niz biatko kodowane
przez allel s1, powoduje hydrofilowe wydtuzenie N-konca dojrzatej toksyny,
ktdre blokuje aktywnos¢ wakuolizacyjng [54, 56]. Z tego wzgledu, szczepy
s1/m1 produkujg toksyne VacA o wiekszej aktywnosci cytotoksycznej
w porownaniu do szczepow o uktadzie alleli s7/m2. Obecno$¢ genotypu
s2/m2 warunkuje ekspresje cytotoksyny VacA, ktora nie wykazuje aktywnosci
cytotoksycznej [49].

Wykazano, ze szczepy H. pylori vacA s1 sg znamiennie czesciej
izolowane od pacjentéw z chorobg wrzodowg Zotgdka i/lub dwunastnicy oraz
z rakiem zotgdka, w poréwnaniu do szczepdw vacA s2 [49, 57, 58, 59, 60].

W 2007 roku Rhead i wsp. opisali nowy polimorficzny region w genie
vacA, wystepujacy pomiedzy sekwencjg s i m, ktéry nazwali ,intermediate”
(/) region. Wyrdzniono dwa allele regionu i: i1 oraz i2. Wykazano, ze allel
i1 jest lepszym predyktorem potencjatu kancerogennego H. pylori, niz
obecnie przyjmowane typowanie alleli s i m [54].

Poza wakuolizacjg, toksyna VacA petni takze inne funkcje, ktore
wptywajg na ustanowienie chronicznej infekcji H. pylori: blokuje proces
dojrzewania fagosomoéw w makrofagach, hamuje prezentacje antygenu oraz

proliferacje limfocytow T, a takze obniza poziom odpowiedzi immunologicznej
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Th1. Ponadto, wptywa na rozluznienie Scistych potgczen pomiedzy
komodrkami nabtonka, a indukujgc uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw,
prowadzi do apoptozy, ktéra jest istotnym czynnikiem w patogenezie raka
zotadka [56].

Cytotoksyna VacA wzbudza réwniez produkcje swoistych przeciwciat
anty-VacA, ktorych obecno$¢ moze by¢é wykrywana testem neutralizacji,
Western-blot (immunoblot) lub immunoenzymatycznym ELISA (enzyme

linked immunosorbent assay) [61, 62].

1.4.4. Wyspa patogennosci cag PAI

Wyspy patogennosci, to regiony chromosomu bakteryjnego, ktére
wystepuja  powszechnie u  bakterii  chorobotworczych,  zaréwno
Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, natomiast jest ich brak lub pojawiajg
sie sporadycznie u gatunkéw niepatogennych. Sg nosnikami genow
wirulenciji, ktére kodujg toksyny, adhezyny, inwazyny, systemy sekrecji biatek
oraz pozyskiwania zelaza [63].

W przypadku H. pylori, wyspa patogennosci cag PAIl znajduje sie
w chromosomie bakteryjnym pomiedzy genem glr, kodujgcym racemaze
glutaminianowg, a genem o nieznanej funkcji. Jest to fragment DNA
o dtugosci ~40 kpz, na koncach ktorego wystepujg proste powtdrzenia
31 nukleotydowe (tzw. ,direct repeat”). Region ten charakteryzuje sie nizszg
od Sredniej zawartoscig par G+C (35%) i prawdopodobnie zostat nabyty
drogg transferu horyzontalnego z innych genomow bakteryjnych, plazmidow
lub fagow [25, 64].

Wyspa patogennosci cag PAl moze wystepowac jako obszar ciggty lub
moze by¢ podzielona na dwa regiony (cagl i cagll), przez sekwencje
insercyjne (IS): I1IS605 lub 1S606, ktére kodujg dwa biatka — TnpA i TnpB,
prawdopodobnie transpozazy. Czasami sekwencje IS mogg doprowadzi¢ do
catkowitej delecji cagl, cagll lub obu fragmentow jednoczesnie,
co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia wirulencji szczepu [25, 64].

Wyspa patogennosci H. pylori sktada sie z okoto 27 genow
odpowiedzialnych za zjadliwos¢ bakterii [65]. Gen cagA (cytotoxin-

associated gene A), umiejscowiony na koncu 3 PAI, koduje silnie
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immunogenne biatko CagA o masie 120-140 kDa [25, 63]. Indukuje ono
powstawanie przeciwciat anty-CagA w organizmie cztowieka. Ich obecnosc,
wykrywana za pomocg testu ELISA lub Western-blot Swiadczy o infekc;ji
cytotoksycznymi szczepami CagA+, co stanowi wazng informacje kliniczng
[66, 67, 68]. Szacuje sie, ze srednio 60% szczepdw H. pylori zawiera gen
cagA [68, 69, 70].

Oprocz cagA, w sktad PAI wchodzg geny, ktérych produkty buduja,
tzw. system wydzielniczy typu IV — TFSS (type four secretion system),
odpowiedzialny za bezposredni transfer toksyny CagA do cytoplazmy
komorek nabtonka btony sluzowej zotgdka. Do translokacji CagA niezbedna
jest aktywnos¢ 17 gendw, przy czym 14 z nich, bierze udziat w indukc;ji
transkrypcji genu kodujgcego interleuking 8 (IL-8) [65]. Wykazano, ze
w wyniku mutacji w genach cagE, cagG, cagH, cagl, caglL, cagM dochodzi
do znacznie zmniejszonej sekrecji IL-8 [64].

CagA, jako biatko wielofunkcyjne, moduluje wiele $ciezek
sygnalizacyjnych. W wyniku ,wstrzykniecia” do komérek nabtonkowych btony
Sluzowej Zzotgdka dochodzi do jego fosforylacji na resztach tyrozyny
motywow EPIYA (sekwencja pieciu aminokwaséw: Glu-Pro-lle-Tyr-Ala;
EPIYA), przez komorkowe kinazy Src. Ufosforylowana proteina CagA
oddziatuje z wieloma biatkami. Jednym z doktadniej poznanych szlakéw, jest
Sciezka zapoczatkowana wigzaniem z domeng SH2 (src homology domain
2), fosfatazy tyrozynowej SHP-2 (PTP - protein tyrosine phosphatase),
co prowadzi do zmiany jej konformacji. Wptywa to na stymulacje
i rozregulowanie w komorce szlaku przekaznictwa sygnatu MAP/MEK/ERK
(MAP kinase/MAP kinase kinase/extracellular signal regulated protein
kinase), wskutek czego dochodzi do nieprawidiowej proliferacji komorek,
zmian w ich ksztalcie (wydtuzenie, tzw. fenotyp kolibra, hummingbird
phenotype), ruchliwosci (tzw. fenotyp rozproszony, scattered) oraz
cytoszkielecie. Dodatkowe cykle replikacji DNA, zachodzgce w wyniku
wzmozonych podziatdw komorkowych mogg zwiekszyC szanse mutacji
genetycznych [5, 71].

Przy pomocy TFSS, do wnetrza komorek nabtonkowych jest

wydzielany peptydoglikan, ktéry prowadzi do aktywacji czynnika
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transkrypcyjnego NF-kB  (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer

of activated B cells), indukujgcego wytwarzanie IL-8 (rycina 3) [72, 73].
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Rycina 3. Gtéwne szlaki przemian indukowane przez biatko CagA [5].

IL-8 jest silnym czynnikiem chemotaktycznym i aktywujgcym
neutrofile, co prowadzi do rozwoju procesu zapalnego, w efekcie ktérego,
komorki  nabtonkowe btony Sluzowej Zotgdka ulegajg uszkodzeniu
i zniszczeniu [74].

Obecnie wiadomo, ze zakazenie szczepami cagA+ zwieksza ryzyko
rozwoju choroby wrzodowej jak rowniez raka zotgdka [56, 58, 59, 60, 75, 76,
77].

Gen cagA, podobnie jak vacA, cechuje sie silnym polimorfizmem,
dotyczacym liczby i sekwencji flankujgcych motywy fosforylacji EPIYA,
zlokalizowanych w domenie karboksylowej CagA, co wptywa na patogennosé
bakterii [71, 78].

Wyrdznia sie szczepy H. pylori typu: zachodniego ‘Western type’,
izolowane od pacjentow z Ameryki Potnocnej, Australii i Europy; oraz

wschodnio-azjatyckiego ‘East-Asian type’, zakazajgce mieszkancéw Japonii,
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Chin i Korei. Wykazano, ze szczepy typu zachodniego indukujg nizszy
poziom stanu zapalnego, niz typu wschodnio-azjatyckiego. Stad, stopien
atrofii zotadka, a przez to ryzyko rozwoju raka Zzotgdka, jest wieksze
u pacjentéw zaliczanych do typu wschodnio-azjatyckiego, w poréwnaniu
z typem zachodnim oraz pacjentami cagA ujemnymi [71, 79].

Pod wzgledem klinicznym izolaty H. pylori zostaty podzielone na dwie
rodziny, tzw. typ | oraz typ Il. Do typu | zalicza sie szczepy z ekspresjg
gendw cagA i vacA (fenotypowo CagA+, VacA+), o wysokiej zjadliwosci,
mogace znaczgco wptywaé na rozwdj choroby wrzodowej zotgdka,
dwunastnicy oraz raka zotgdka. Natomiast do typu Il kwalifikuje sie izolaty
bez obecnosci genu cagA, z ekspresjg genu vacA, ale powstajgca toksyna
jest nieaktywna. Szczepy H. pylori nalezgce do tego typu wywotujg
najczesciej bezobjawowe zakazenia lub infekcje o znacznie tagodniejszym
przebiegu (zapalenie btony $luzowej zotgdka). Dodatkowo wyodrebniono
takze typ posredni, do ktorego zalicza sie szczepy, u ktérych produkcja CagA
i VacA jest niezalezna [80, 81]. Nie wiadomo jednak, jakie jest powigzanie
miedzy ekspresjg obydwu genow, zwiaszcza, ze gen vacA wystepuje
w odlegtosci ponad 300 kpz od regionu cag PAI, a inaktywacja genu cagA
nie wplywa na synteze cytotoksyny wakuolizujgcej [82, 83]. Wykazano

jednak, ze obecnos¢ genu cagA silnie koreluje z allelem vacA s1 [49, 57, 58].

1.5. Chorobotwérczosé H. pylori

H. pylori odgrywa istotng role w etiopatogenezie choréb goérnego
odcinka przewodu pokarmowego. Jest czynnikiem etiologicznym zapalenia
btony sluzowej zotgdka typu B oraz jednym z istotnych czynnikéw ryzyka
choroby wrzodowej zotgdka i dwunastnicy, chtoniaka zotgdka typu MALT
(Mucosa Associated Limphoid Tissue) oraz raka zotadka [2, 6, 7, 9, 10, 17,
84, 85].

W 1994 roku Miedzynarodowa Agencja do Badan nad Rakiem
(IARC - International Agency for Research on Cancer) przy WHO
(World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia) uznata
bakterie H. pylori za karcynogen | klasy tzn. o udowodnionym dziataniu

rakotwérczym [86].
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U wiekszosci zakazonych, poza stanem zapalnym w czesci
przedodzwiernikowej zotgdka, nie obserwuje sie zmian w jego czynnosci,
a przetrwata kolonizacja nie daje zadnych objawow. Problem kliniczny
dotyczy 10-15% zakazonych H. pylori, u ktérych powstaje wrzdd trawienny,
a u 2% moze doj$¢ do rozwoju raka zotadka [1, 2, 3, 6, 7].

Rola H. pylori w karcynogenezie zoftgdka zostata udowodniona na
modelu zwierzecym (gerbile mongolskie) [87, 88].

Poza stopniem toksycznosci szczepu H. pylori, na wystepowanie
zmian patologicznych w zotgdku i dwunastnicy wptywajg takze cechy
gospodarza  (predyspozycje genetyczne, intensywnos¢ odpowiedzi

immunologicznej na zakazenie) oraz czynniki Srodowiskowe [75, 89, 90].

1.5.1. Choroba wrzodowa

Wrzdd trawienny powstaje w wyniku zaburzenia réwnowagi pomiedzy
mechanizmami ochronnymi btony $luzowej, a czynnikami agresji w postaci
kwasu solnego (HCI) oraz pepsyny, co prowadzi do wytrawienia btony
Sluzowej i powstania ubytku, ktory siega gtebszych warstw Sciany Zotadka
lub dwunastnicy [7].

Choroba wrzodowa cechuje sie zdolnoscig do samoistnego gojenia,
nawrotowoscig oraz typowg dobowg rytmikg dolegliwosci bolowych [6].
Czasami moze dojs¢ do powiktania wrzodu w postaci krwawienia, perforacji,
czy zwezenia odzwiernika oraz, bardzo rzadko, raka zotgdka [7].

Zakazenie H. pylori stwierdza sie u okoto 90% chorych z wrzodem
dwunastnicy oraz u okoto 70% z wrzodem zotgdka [6, 7]. Inne czynniki, ktére
mogg spowodowac¢ powstanie wrzoddw trawiennych to niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ), zespdt Zollingera-Ellisona, czy refluks Zzoétciowy
(rycina 4) [6, 7].
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Rycina 4. Czynniki etiologiczne wrzodéw zotgdka i dwunastnicy [6].

Wrzéd dwunastnicy wystepuje gtéwnie w jej opuszce i powstaje
w wyniku zarzucania nadmiernej ilosci kwasu Zzotgdkowego, ktérego
produkcje wzmaga zakazenie H. pylori. W konsekwencji, dochodzi do
metaplazji zotgdkowej (przeobrazenia nabtonka $luzoéwki dwunastnicy
w nabtonek zotgdkowy), rozwoju nadzerek, a nastepnie wrzodu [2, 6, 7].

Wrzoéd Zotgdka wystepuje zazwyczaj na granicy btony Sluzowej
obszaru gruczotéw trawiencowych i odzwiernikowych. W wyniku infekciji
trzonu przez H. pylori oraz dziatania produkowanych toksyn (ureaza,
amoniak, cytotoksyny, proteazy, fospolipaza A;) dochodzi do zatamania
bariery zotgdkowej, co przy uposledzonym przeptywie krwi, nawet pomimo
obnizonej sekrecji kwasu solnego, moze prowadzi¢ do powstania wrzodu
[2, 6, 7].

1.5.2. Wydzielanie zolgdkowe w zakazeniu H. pylori

W Zotadku zakazonym H. pylori, dochodzi do gtebokiego zaburzenia
mechanizmu wydzielania zotgdkowego, w ktdérym uczestniczy gastryna,
histamina i somatostatyna [1, 2, 6, 7, 91].

Bakterie kolonizujgc cze$¢ przedodzwiernikowg zotgdka i wywotujgc
stan zapalny, wplywajg na spadek aktywnosci oraz liczby komoérek D.
Prowadzi to do zmniejszonego uwalniania somatostatyny oraz jej stabszego
dziatania hamujgcego na komorki G, co skutkuje nadmiernym uwalnianiem

gastryny. Ponadto, w obecnosci H. pylori produkowany jest dodatkowy
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czynnik  silnie  pobudzajgcy  uwalnianie  gastryny <z komorek
G — N-a-metylohistamina. Gastryna oraz histamina uwalniana z komorek
ECL (enterchromaffin-like cells) wzmagajg aktywnos¢ wydzielniczg komoérek
okfadzinowych, co prowadzi do zwiekszonej sekrecji kwasu solnego
(hyperchlorhydrii) [1, 2, 7, 91].

W przypadku kolonizacji przez H. pylori trzonu zotgdka, moze dojs¢ do
zmniejszenia sekrecji kwasu solnego (hypochlorhydrii), m.in. w wyniku
bezposredniego hamowania aktywnosci komorek okfadzinowych, w ktérych

bakteria uposledza ekspresje podjednostek pomp protonowych [2, 7, 91].

1.5.3. Udzial H. pylori w patogenezie wrzodow zofgdka

i dwunastnicy

Zgodnie z koncepcjg McColl'a i wsp., lokalizacja zakazenia H. pylori
ma wptyw na rozwdj okreslonego typu wrzodu. Jesli dotyczy btony Sluzowej
dystalnej czesci zotgdka, prowadzi do antritis i sprzyja rozwojowi wrzodu
dwunastnicy. Natomiast, gdy infekcja obejmuje réwniez trzon Zzotgdka,
prowadzi do zmian zanikowych, hypochlorhydrii oraz hypergastrynemii,
co wigze sie z mozliwoscig rozwoju wrzodu, a nawet raka zotgdka (rycina 5)
[92].

przewlekie zapalenie wywotane H. pylor
{ILAR, IL-8, TNFo)

™~

zapalenie czgscl antralng zapalenie czedci trzonowej zotadka
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} kwas
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Rycina 5. Schemat rozwoju wrzodu dwunastnicy oraz wrzodu lub raka zotgdka

w zakazeniu H. pylori [6].
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Lee, Dixon i wsp. zasugerowali, ze gtbwnym czynnikiem
determinujgcym stopien oraz miejsce kolonizacji H. pylori w zotgdku jest
lokalna produkcja kwasu solnego. To ona decyduje o topografii zapalenia
w zotgdku [93, 94].

Zgodnie z ich hipotezg, zapalenie Zotgdka ograniczone do czesci
przedodzwiernikowej wystepuje u osOb z nadmierng produkcjg kwasu
solnego, wynikajgcg z duzej ilosci komorek oktadzinowych (uwarunkowanej
genetycznie), bgdz wysokiej ich wrazliwosci na rozne bodzce. U takich osob,
w wyniku infekcji H. pylori stwierdza sie zapalenie zotadka typu B. Pacjenci ci
sg W grupie ryzyka rozwoju wrzodu dwunastnicy, natomiast sg ,,odporni’ na
rozwoj zapalenia w obrebie trzonu zotgdka.

Natomiast u oséb z hyposekrecjg kwasu solnego, infekcja H. pylori
obejmuje bardziej proksymalng czes¢ zotgdka. W tym wypadku, zapalenie
dotyczy zaréwno czesci przedodzwiernikowej jak i trzonu. Rozwijajgce sie
z czasem zanikowe zapalenie trzonu, doprowadza do dalszej hypochlorhydrii
i stanowi czynnik ryzyka rozwoju wrzodu oraz raka zotgdka [93, 94].

Przesuniecie bakterii w kierunku trzonu moze wynika¢ takze
z farmakologicznego zahamowania sekrecji HCI, np. po zastosowaniu
inhibitorow pompy protonowej [6].

Jak juz wczesniej wspomniano, zakazenie szczepami cagA+ zwieksza
ryzyko zaréwno choroby wrzodowej, jak rowniez raka zotgdka, chociaz
pacjenci z wrzodem dwunastnicy sg w grupie zmniejszonego ryzyka rozwoju
nowotworu zotgdka. Dlatego, ogolnie mozna powiedzie¢, ze infekcja
szczepami H. pylori cagA+ zwieksza prawdopodobienstwo choroby,
natomiast jej rodzaj moze zaleze¢ od innych czynnikbw (m.in. lokalnej
produkcji HCI, ale takze wieku nabycia zakazenia oraz przyjmowanej diety)
[90].

1.5.4. H. pylori, a rak zotagdka

Polska od wielu lat jest zaliczana do krajéw podwyzszonego ryzyka
zachorowan na raka zoftgdka [95]. Dane epidemiologiczne wskazujg, ze
okoto 80% wszystkich rakéw zotgdka spowodowane jest zakazeniem

H. pylori [88]. Wiadomo jednak, ze oprécz H. pylori (zwtaszcza szczepdw

24



CagA+, VacA+), duzg role w procesie karcynogenezy odgrywajg takze inne
czynniki, takie jak:
e Srodowiskowe — narazenie zawodowe na azotyny, azotany
i zwigzki nitrozowe,
e dietetyczne — dieta obfitujgca w sél, uboga w warzywa i owoce,
e genetyczne — polimorfizm gendéw kodujgcych cytokiny np. IL-13
[96, 97].
Rozwdj raka zotgdka w przebiegu infekcji H. pylori zwigzany jest
z szeregiem zmian histologicznych w btonie sluzowej, okreslanych jako
,kaskada Correi”. Bezposrednio po zakazeniu H. pylori, dochodzi do rozwoju
ostrego stanu zapalnego, ktéry z czasem przechodzi w postac przewlekis.
Nastepnie, u okoto 50% zakazonych obserwuje sie zanikowe zapalenie
zotadka, a takze zmiany o typie ogniskowej metaplazji jelitowej. U okoto
8% chorych pojawiajg sie zmiany dysplastyczne, a u 2% dochodzi do

rozwoju raka zotgdka [88, 98].
1.5.5. Rola H. pylori w dyspepsji czynnosciowej

Wedtug najnowszych kryteriow rzymskich Ill, dyspepsja czynnosciowa
jest definiowana jako bdl lub dyskomfort w nadbrzuszu, ktéremu mogg
towarzyszy¢ takie objawy jak: wrazenie szybkiego nasycenia po niewielkim
positku, uczucie ciezaru w nadbrzuszu, odbijanie, wzdecia, czy zaburzenia
w oddawaniu stolca. Objawow tych nie mozna wyttumaczy¢ przyczyng
organiczng, metaboliczng ani uktadowg [99].

Szacuje sie, ze w krajach Europy Zachodniej z powodu dyspepsiji
czynnos$ciowej cierpi okoto 25% populacji ludzi dorostych [100].

Do patomechanizméw powstawania objawow dyspepsji czynnosciowej
zalicza sie:

e zaburzenia w oproznianiu zotgdka,

e zaburzenia wydzielania kwasu zotgdkowego,

e uposledzenie przystosowania zotgdka do przyjecia pokarmu,

e nadwrazliwos¢ trzewna [101].
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Rola H. pylori w dyspepsji czynnosciowej nie jest do konhca
wyjasniona. Wiadomo, ze infekcja powoduje proces zapalny w Dbionie
Sluzowej zotgdka, ktdry moze zaburzac czucie trzewne [101].

Wykazano, ze eradykacja H. pylori przynosi umiarkowane, ale istotne
korzysci chorym z dyspepsjg niewrzodowg [102]. Po jednorazowym leczeniu
uzyskuje sie dtugoterminowe zniesienie dolegliwosci, a ponadto zmniejszenie
ryzyka rozwoju wrzodu trawiennego, zanikowego zapalenia btony sluzowe;j
zotgdka oraz raka zotgdka [103].

U chorych < 45 roku zycia, z utrzymujgcg sie dyspepsjg, bez objawow
alarmujgcych (krwawienia z przewodu pokarmowego, uporczywe wymioty,
gwaltowny spadek masy ciata, anemia, brak apetytu), wtasciwym
postepowaniem jest strategia ,wykonaj test i lecz” (,test and treat” strategy).
Do potwierdzenia zakazenia H. pylori zaleca sie testy nieinwazyjne, takie jak:
test oddechowy z uzyciem mocznika znakowanego izotopem wegla C'
(UBT — urea breath test), lub badanie antygenu H. pylori w kale. Natomiast
w przypadku wystepowania objawéw dyspeptycznych u oséb > 45 roku zycia
lub sygnatéw alarmowych niezaleznie od wieku, zaleca sie endoskopie
gornego odcinka przewodu pokarmowego [101, 103, 104].

W Polsce, ze wzgledu na czestos¢ infekcji siegajgcg w populacji oséb
dorostych 85% oraz stosunkowo wysokg zapadalnos¢ na raka Zzotgdka,
nalezy w diagnostyce uwzgledni¢ badanie endoskopowe, takze u pacjentéw

w miodym wieku [16, 101].

1.6. Diagnostyka zakazenia H. pylori

Do diagnostycznych metod rozpoznawania aktualnego lub przebytego
zakazenia H. pylori zalicza sie:

Metody nieinwazyjne (niewymagajgce endoskopii gérnego odcinka

przewodu pokarmowego):
e test oddechowy z uzyciem mocznika znakowanego izotopem
wegla C™ (UBT),
e oznaczanie antygendéw H. pylori w kale (z uzyciem przeciwciat

poliklonalnych lub monoklonalnych),
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e badanie serologiczne (testy wykrywajgce swoiste przeciwciata
w surowicy, krwi petnej, slinie i moczu),

e okreslenie obecnosci H. pylori w S$linie lub w stolcu metodag
tancuchowej reakcji polimerazowej (PCR — polimerase chain
reaction) [103, 105, 106].

Metody inwazyjne (wymagajgce pobrania bioptatow btony Sluzowej

zotgdka podczas gastroskopii):

e badanie histopatologiczne,

e szybki test ureazowy (tzw. CLO-test, Campylobacter-like organism

test),

e hodowla bakteryjna,

e metoda PCR [103, 105, 106].

UBT oraz test wykrywajacy antygeny H. pylori w stolcu charakteryzujg
sie wysokg czutoscig oraz swoistoscig, ale pierwszy z nich jest trudno
dostepny w Polsce [107].

Jakosciowe testy serologiczne, wykonywane z petnej krwi, sliny lub
moczu, nie majg obecnie znaczenia w praktyce klinicznej, ze wzgledu na
niskg czutosc [103].

Niektére sytuacje kliniczne, jak: krwawienie z wrzodu trawiennego,
zanikowe zapalenie biony Sluzowej zotgdka, chtoniak MALT oraz
przyjmowanie antybiotykoéw i inhibitoréw pompy protonowej (IPP), mogg byc¢
przyczyng fatszywie ujemnych wynikébw testow inwazyjnych oraz
nieinwazyjnych. Nie dotyczy to jednak iloSciowych badan serologicznych
charakteryzujgcych sie duzg dokfadnoscig (>90%), wskazanych do
wykonania w powyzszych przypadkach [103].

Zaleca sie przeprowadzenie u chorych Kkontroli skutecznosci
eradykacji H. pylori za pomocg testow nieinwazyjnych (UBT, oznaczanie
antygenow H. pylori w kale). Wyjatek stanowig pacjenci, u ktérych wskazana
jest endoskopia (np. chorzy z wrzodem zotgdka). Badanie potwierdzajgce
eradykacje H. pylori powinno by¢ wykonane co najmniej 4 tygodnie od
zakonczenia leczenia [103].

Obecnie coraz wieksze zastosowanie w diagnostyce zdobywajg

metody molekularne, oparte na wykrywaniu w prébkach Kklinicznych
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swoistych sekwencji DNA badanych drobnoustrojéw. Sg wysoce swoiste
i czute, a w poréwnaniu z metodami stosowanymi w rutynowej diagnostyce,
znacznie szybsze [108].
Metody molekularne stosowane w diagnostyce zakazenia H. pylori
(PCR oraz jej rézne odmiany) sg wykorzystywane do:
e wykrywania H. pylori w prébkach klinicznych i Srodowiskowych,
e wykrywania czynnikow wirulencji (np. obecnosci genu cagA oraz
alleli genu vacA) w szczepach izolowanych od pacjentéw,
e wykrywania mutacji warunkujgcych opornos¢ H. pylori na
stosowane w leczeniu antybiotyki i chemioterapeutyki,
e badan epidemiologicznych (réznicowanie wewnatrzgatunkowe

szczepow) [108].
1.6.1. Ltancuchowa reakcja polimerazowa — PCR

Klasyczna fancuchowa reakcja polimerazowa polega na amplifikacji
(powieleniu) konkretnego fragmentu genu. Skfadniki niezbedne do przebiegu
reakcji to: matrycowe DNA, swoiste startery (primery — jednoniciowe
fragmenty DNA zazwyczaj 10-30 nukleotydowe) komplementarne do koncéw
wybranej sekwencji DNA, cztery rodzaje trojfosforanéw deoksynukleotydow
(dNTP), termostabilna polimeraza DNA oraz jony Mg**.

Cykl reakcji obejmuje trzy etapy:

e denaturacje dwuniciowego DNA w temperaturze 94-96°C,

e hybrydyzacje starteréw (w odpowiednio obliczonej temperaturze)

do komplementarnych sekwencji na matrycy DNA,

e wydtuzanie starterow przez przytgczanie kolejnych

deoksynukleotydéw przy udziale termostabilnej polimerazy DNA
w temperaturze 72°C [109].

W wyniku powtarzania cykli nastepuje powielenie okreslonej sekwencji
DNA w postepie geometrycznym.

Technika ta charakteryzuje sie wysokg czutosciag, dzieki czemu moze

wykry¢ w badanej probce nawet bardzo mate ilosci DNA drobnoustroju [109].
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Do najczesciej wykrywanych gendéw H. pylori przy uzyciu techniki PCR
naleza:

e geny cytotoksycznosci cagA i vacA (allele s1, s1a, s1b, s2, m1,

m2),

e geny kodujgce ureaze (podjednostki A, B, C),

e gen kodujacy podjednostke 16S rRNA [108].

tancuchowa reakcja polimerazowa jest szczegolnie wykorzystywana
do okreslania czesto$ci wystepowania genu cagA oraz typéw alleli
w obszarze sygnatowym i Srodkowym genu vacA, co jest wazne dla ustalenia

toksycznosci szczepu [49, 108].
1.7. Leczenie zakazenia H. pylori

W 2005 roku zaktualizowano wytyczne Europejskiej Grupy zajmujgcej
sie zakazeniem H. pylori (EHSG — European Helicobacter Study Group),
ktore opublikowano jako ,Raport Uzgodnieniowy Maastricht I11” [103].

W odniesieniu do nowych wytycznych europejskich, w 2008 roku
uaktualniono zalecenia Grupy Roboczej Polskiego Towarzystwa
Gastroenterologii (PTG-E), dotyczace diagnostyki oraz zasad leczenia
zakazenia H. pylori [105].

Zgodnie z najnowszymi europejskimi (Raport Maastricht Ill 2005) oraz
polskimi (PTG-E 2008) wytycznymi, wskazaniem do eradykaciji H. pylori jest:

e wrzdd Zotgdka lub dwunastnicy (czynny lub nie, w tym powiktana
choroba wrzodowa),

e chitoniak MALT,

e zanikowe zapalenie btony sluzowej zotgdka,

e stan po resekcji zotgdka z powodu raka,

e krewni | stopnia chorych na raka zotadka (w Polsce zaleca sie
eradykacje zakazenia H. pylori juz w drugim stopniu
pokrewienstwa),

e dyspepsja czynnosciowa,

e niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza o niewyjasnionej przyczynie,

e samoistna plamica matoptytkowa,

e 7zyczenie pacjenta po konsultacji z lekarzem [103, 105].
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Obecnie za najbardziej skuteczne postepowanie terapeutyczne, ktére
daje najwyzszy odsetek eradykacji H. pylori, uwaza sie terapie obejmujgca
lek zmniejszajgcy wydzielanie Zzotgdkowe (IPP) w potgczeniu z dwoma
antybiotykami (amoksycylina, klarytromycyna, rzadziej tetracyklina) Iub
antybiotykiem i jednym z chemioterapeutykéw (metronidazol) bgdz solami
bizmutu [103].

Inhibitory pompy protonowej (IPP) — omeprazol, pantoprazol,
lanzoprazol, rabeprazol, esomeprazol, to leki, ktére hamujgc wydzielanie
kwasu solnego, przez blokowanie pompy wodorowo-potasowej w komérkach
okfadzinowych Zzoftgdka, podwyzszajg pH w zotgdku, co zwieksza
skutecznos¢ dziatania antybiotykdw oraz wptywa korzystnie na proces
gojenia sie wrzoddéw [110].

Sole bizmutu, to leki dziatajgce cytoprotekcyjnie w stosunku do btony
Sluzowej zotgdka, wptywajgce jednoczesnie na gojenie sie niszy wrzodowe;j
oraz wykazujgce dziatanie aktywne wobec H. pylori [3, 110].

Amoksycylina jest potsyntetyczng penicyling, dziatajgca
bakteriobdjczo wobec wielu gatunkéw bakterii. Blokuje ostatni etap
biosyntezy  Sciany komdrkowej  bakterii, poprzez wigzanie @ sie
z karboksypeptydazami i transpeptydazami (PBPs — penicillin binding
proteins; biatka wigzgce penicyliny). Jest stosowana w eradykacji H. pylori
w skojarzeniu z klarytromycyng lub metronidazolem [111].

Klarytromycyna to antybiotyk z grupy makrolidow
— bakteriostatycznych inhibitoréw syntezy biatek bakteryjnych. Miejscem
docelowym dziatania klarytromycyny jest podjednostka 23S rRNA 50S
rybosomu komoérki bakteryjnej. Antybiotyk ten jest najczesciej stosowany
w eradykacji H. pylori w potgczeniu z amoksycyling lub metronidazolem
[111].

Tetracyklina jest antybiotykiem o dziataniu bakteriostatycznym,
charakteryzujgcym sie szerokim spektrum dziatania, obejmujgcym takze
H. pylori. Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego polega na wigzaniu sie
leku z podjednostkg 16S rRNA rybosomu, co uniemozliwia wigzanie
aminoacylo-tRNA do miejsca A na rybosomie. Prowadzi to do zahamowania
syntezy biatek i wzrostu bakterii. Jest stosowana w terapii zakazen

szczepami H. pylori opornymi na inne leki, takie jak klarytromycyna, czy
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metronidazol. Stanowi takze alternatywe w leczeniu oséb uczulonych na
penicyliny [111].

Metronidazol to chemioterapeutyk wykazujgcy dziatanie bojcze
w stosunku do bakterii beztlenowych, mikroaerofilnych oraz pierwotniakdéw.
Po wniknieciu do wnetrza komorki bakteryjnej ulega redukcji przy niskim
potencjale oksydoredukcyjnym, a jego zredukowana forma powoduje
rozerwanie nici DNA, prowadzac do $mierci komorki. Metronidazol wykazuje
synergizm z antybiotykami beta-laktamowymi (amoksycylina). Stanowi jeden
z najbardziej aktywnych preparatbw w leczeniu zakazen bakteriami
beztlenowymi [111].

Jednym z nowych lekéw wprowadzonych do leczenia zakazenia
H. pylori jest lewofloksacyna z grupy fluorochinolonéw, charakteryzujgca sie
szerokim spektrum aktywnosci wobec bakterii Gram-dodatnich oraz
Gram-ujemnych (w tym H. pylori) [103, 112].

Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego lewofloksacyny polega na
blokowaniu replikacji DNA bakterii przez zahamowanie aktywnoSci
topoizomerazy Il i IV [111].

Analizujgc czynniki wptywajgce na niepowodzenie eradykacji
zakazenia H. pylori wykazano, ze gtbwng przyczyng nieskutecznej terapii jest
oporno$¢ H. pylori na stosowane w leczeniu antybiotyki i chemioterapeutyki,
ktéra wynika przede wszystkim z mutacji punktowych [113].

Aktualnie, w Polsce, zgodnie z wytycznymi PTG-E, obowigzuje
nastepujgcy schemat leczenia zakazenia H. pylori:

10-14 dniowa terapia pierwszeqo rzutu:

e |PP + amoksycylina + metronidazol
lub
e |PP + klarytromycyna + metronidazol
lub
e |PP + amoksycylina + klarytromycyna.
W przypadku braku efektow terapeutycznych po zastosowaniu terapii
pierwszego rzutu zalecany jest:
14-dniowy tréjsktadnikowy schemat leczenia drugiego rzutu:
e |PP + 2 antybiotyki,
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lub czterosktadnikowy:
¢ |PP + amoksycylina + metronidazol + tetracyklina
lub
e |PP + amoksycylina + metronidazol + sole bizmutu (jesli sa
dostepne).
Leczenie trzeciego wyboru:
Wedlug zalecen PTG oraz Raportu Maastricht [l 2005, po
dwukrotnym niepowodzeniu terapii oraz przy bezwzglednych wskazaniach do

eradykacji H. pylori, chorego nalezy skierowac do specjalistycznego osrodka,
wykona¢ badanie mikrobiologiczne oraz antybiogram dla wyizolowanego
szczepu H. pylori, a nastepnie leczy¢ zgodnie z wynikiem lekowrazliwosci
[103, 105].

Ponadto, PTG rekomenduje w trzecim rzucie leczenia takze inne
mozliwosci, jak:

e rozwazenie wprowadzenia lewofloksacyny z amoksycyling,

e dodanie probiotyku (jesli wczesniej nie byt stosowany),

e przedtuzenie leczenia do 14 dni (jesli poprzednie kuracje trwaty

krécej) [105].

Wedtug najnowszych wskazan, zawartych w Raporcie Maastricht Il
2005, 14-dniowa standardowa terapia 3-lekowa pierwszego rzutu
(IPP + amoksycylina + klarytromycyna lub metronidazol) jest skuteczniejsza
niz terapia 7-dniowa. Pozostaje ona nadal leczeniem pierwszego wyboru
w populacjach, w ktorych czestos¢ opornosci szczepdw H. pylori na
klarytromycyne jest mniejsza niz 15-20%.

Terapia 7-dniowa jest dopuszczalna na obszarach, gdzie
potwierdzono jej skutecznos¢.

W przypadku, gdy odsetek szczepoéw H. pylori opornych na
metronidazol w danej populacji siega ponizej 40%, akceptuje sie terapie
ztozong z IPP, klarytromycyny i metronidazolu.

Czterosktadnikowe leczenie z preparatem bizmutu stanowi
akceptowang terapie pierwszego rzutu i nadal pozostaje najlepszym

rozwigzaniem leczenia drugiego rzutu. W przypadku braku dostepnosci soli
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bizmutu, Raport Maastricht Ill 2005 rekomenduje terapie ztozong z IPP,
amoksycyliny lub tetracykliny i metronidazolu.

Zaleca sie ciggte monitorowanie czestosci wystepowania opornosci
wsroéd szczepdw H. pylori na stosowane w leczeniu antybiotyki
i chemioterapeutyki w roznych rejonach geograficznych, celem oceny ryzyka

niepowodzenia terapii z powodu lekoopornosci [103].

1.8. Charakterystyka grzyboéw drozdzopodobnych z rodzaju
Candida

Przewdd pokarmowy cztowieka jest siedliskiem dla wielu rodzajéw
bakterii, jak Streptococcus, Lactobacillus, Bacteroides, Bifidobacterium oraz
Clostridium. U zdrowych oséb wspotwystepujg w rownowadze z grzybami,
ktore wspoétzawodniczg o miejsca wigzania na btonach sluzowych [114, 115].

Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida wchodzg w sktad flory
saprofitycznej,  bytujgcej w  przewodzie  pokarmowym, uktadzie
moczowo-ptciowym, na skérze oraz btonach Sluzowych drég oddechowych.
Nalezg do drobnoustrojéw oportunistycznych, ktére w okreslonych
warunkach mogg wywotac¢ zakazenie zwane kandydozg [116, 117, 118].

Wyrdznia sie kilka postaci klinicznych kandydozy: powierzchniowg
(skoéry, paznokci, bton sluzowych), uktadowg (narzgdowg), rozsiang oraz
uczuleniowg [119].

Do czynnikow predysponujgcych do rozwoju zakazenia grzybiczego
naleza:

e stosowanie antybiotykow o} szerokim spektrum

przeciwbakteryjnym,

e leki immunosupresyjne (cytostatyki, kortykosteroidy),

e stosowanie IPP lub H,— blokerdw,

e urazy, oparzenia,

e Zzywienie parenteralne,

e obecnos¢ linii naczyniowych oraz cewnikéw,

e inwazyjne zabiegi diagnostyczne,

e pierwotne i wtdérne niedobory immunologiczne (AIDS, cukrzyca,

endokrynopatie, procesy nowotworowe) [117, 118, 120].
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Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida wystepujg w postaci
komorek  wegetatywnych  kulistych, cylindrycznych  lub  jajowatych.
Rozmnazajg sie przez paczkowanie, tworzgc blastospory i pseudostrzepki.
Wiegkszos¢ z nich ma zdolno$¢ do fermentacji wybranych weglowodanow

oraz asymilacji wegla i azotu z réznych zwigzkoéw organicznych [116].
1.9. Patomechanizm zakazen grzybami Candida

Organizm cziowieka, poza uktadem immunologicznym, posiada wiele
mechanizméw, ktére chronig go przed infekcjami, takich jak: odpowiednie pH
skory i bton sluzowych, ciggtos¢ nabtonka, jego ztuszczanie i odnowa,
wydzielanie $luzu, endogenna flora bakteryjna. Ponadto, wytwarza liczne
substancje stanowigce nieswoistg linie obrony jak: lizozym obecny w $linie,
laktoferyna wigzgca zelazo, laktoperoksydaza, glikoproteiny oraz sekrecyjna
immunoglobulina IgA [115, 121]. Grzyby 2z rodzaju Candida sg
przystosowane do pokonywania tych przeszkod [115, 122].

Ze wzgledu na role wielu determinant patogennosci drozdzakéw
Candida, w rozwoju zakazenia wyrdznia sie nastepujgce etapy:

e obecnos$¢ na bionach Sluzowych gospodarza matej liczby

blastosporéw komensalnych szczepoéw Candida,

e proliferacja blastosporéw oraz poczatek pgczkowania, prowadzacy

do zwiekszenia ich liczby,

e adherencja do powierzchni nabtonka,

e aktywacja proteaz i fosfolipaz, powodujgcych draznienie

powierzchni tkanek,

e uszkodzenie tkanek, penetracja wypustek nitkowatych, tworzenie

nici grzybni,

e aktywna inwazja nabtonka i tkanek pozanabtonkowych,

e ekspozycja grzybow Candida na uktad odpornosciowy gospodarza

[115].

Sposrdéd grzybdw z rodzaju Candida, najlepiej poznanym gatunkiem,

a zarazem najczestszym u ludzi czynnikiem etiologicznym kandydozy

narzgdowej i uogolnionej jest Candida albicans (C. albicans) [116].
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Charakteryzuje sie nastepujgcymi czynnikami chorobotwoérczosci:

e zmiennoscig morfologiczng i antygenowg (dymorfizm),

e adhezjg do nabtonkow i srédbtonkow,

e produkcjg zewnatrzkomorkowych enzymdéw  proteolitycznych
i fosfolipaz,

e produkcjg toksyn (gliotoksyna),

e aktywnoscig hemolityczng [115, 122].

1.9.1. Dymorfizm

Waznym czynnikiem wirulencji C. albicans jest zdolnos¢ do wzrostu
zarbwno w formie jednokomérkowych owalnych blastosporow jak
i pseudogrzybni, ktérg stanowig tancuchy wydtuzonych komérek [115, 122,
123].

Podczas przemiany blastospor w formy mycelialne, dochodzi
w komoérce grzyba do reorganizacji cytoszkieletu, zmiany sktadu $ciany
komoérkowej oraz syntezy fazowospecyficznych biatek strukturalnych
i enzymatycznych [124].

Wytwarzanie form nitkowatych zalezy od warunkdéw srodowiska,
w tym: odpowiedniego pH, temperatury, dostepnosci i rodzaju substancji
odzywczych [122].

W procesie kolonizacji tkanek gospodarza, najpierw wystepuje forma
drozdzowa (blastospory) oporna na bédjcze dziatanie fagocytéw. Nastepnie
dochodzi do wyksztatcenia formy wydtuzonej tzw. germ-tubes, czyli
kietkujgcej blastospory, stanowigcej pierwszg faze mycelialng (strzepkowq)
formy wzrostu, ktéra tatwiej penetruje w gtgb tkanki [115, 125].

Wykazano, ze brak zdolnosci do wystepowania grzybéw w tych dwoch

formach pozbawia je wtasciwosci chorobotwdérczych [126].
1.9.2. Adhezja

Przyleganie komérek grzybow do powierzchni komorek gospodarza
jest wstepnym, niezbednym etapem, poprzedzajgcym kolonizacje tkanek,
ktory uruchamia dalsze drogi transdukcji sygnatéw i moze prowadzi¢ do

rozprzestrzeniania sie zakazenia [127]. Brak zdolnosci adhezji uniemozliwia
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utrzymanie sie grzyba w organizmie zywiciela i prowadzi do jego usuniecia
wskutek ciggtego omywania bton sluzowych ptynami ustrojowymi [123].

Wykazano, ze najsilniejsze wtasciwosci adhezyjne posiada gatunek
C. albicans, ktére wspdlnie ze zdolnoscia do dymorfizmu czynig go
najbardziej patogennym [115].

Warunki panujgce we wrotach zakazenia, takie jak: pH, temperatura,
stezenie cukrow, koncentracja komorek grzyba, wywierajg duzy wptyw na
adhezje C. albicans [122].

Proces przylegania zachodzi na zasadzie interakcji ligand-receptor.
C. albicans posiada zdolnos¢ adhezji do rdéznych typow komorek
nabtonkowych, komoérek srodbtonka, ptytek krwi, erytrocytow, a takze do
biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej (kolagen, laminina, fibronektyna,
witronektyna czy elastyna), biatek sliny oraz surowicy (albumina, fibrynogen,
transferyna, niektore biatka dopetniacza). Adheruje takze do sztucznych
polimerdw, z ktorych zbudowane sg cewniki, endoprotezy, tworzac biofilm na
ich powierzchni [122, 123].

Przypuszcza sie, ze wszystkie adhezyny pod wzgledem
biochemicznym sg mannoproteinami, ktére stanowig 30-40% masy Sciany
komorkowej C. albicans [123, 127].

Obecnie znana jest funkcja nastepujgcych adhezyn:

e Als1p (agglutinin-like sequence protein) — wigze receptory komorek

nabtonka policzka i $rodbtonka naczyn,

e Ala1p (Als5p) - wigze fibronektyne,

e Hwp1p (mannoproteina specyficzna dla formy mycelialnej) — wigze

receptory komoérek nabtonka policzka,

e Intlp (integrin-like protein) — wigze biatka macierzy

zewnatrzkomérkowej,

e Mntlp, Pmtip (mannozylotransferazy) — oddziatujgc z biatkami

Sciany komdrkowej grzyba wptywajg na adherencje [122, 123].

Wykazano, ze szczepy C. albicans izolowane od chorych majg

silniejsze wiasciwosci adhezyjne, w porownaniu do szczepdw pochodzgcych

od osob zdrowych [128]. Ponadto, potwierdzono badaniami, ze szczepy

36



o stabszych wiasciwosciach adhezyjnych sg mniej wirulentne dla zwierzat

laboratoryjnych [124].
1.9.3. Koadhezja

Zjawisko to polega na tworzeniu autoagregatow, w wyniku
przytagczenia sie komoérek grzybow do blastosporow bedgcych juz
w kontakcie z komoérkg nabtonka. Zwiekszona liczba blastosporéw warunkuje
wysokie stezenie enzyméw litycznych, ktoére uszkadzajg struktury na
powierzchni komérek gospodarza i utatwiajg inwazje grzyba [121].

Gatunek C. albicans posiada zdolnos¢ do koadhezji zaréwno
z komorkami grzybow przylegajgcych juz do komodrek gospodarza, jak

réwniez z innymi drobnoustrojami zasiedlajgcymi organizm cztowieka [122].
1.9.4. Enzymy

Proteazy oraz fosfolipazy sg enzymami odgrywajgcymi kluczowg role
w patogenezie zakazen wywotywanych przez grzyby Candida. Szczepy nie
produkujgce tych enzymdw charakteryzujg sie mniejszg patogennoscig [115].

Za najwazniejszg proteaze uznaje sie kwasng proteaze aspartylowg
(Sap), wyizolowang w 1981 roku przez Richela ze szczepu C. albicans
[129]. Wystepuje ona w postaci 10 izoenzymow (Sap) kodowanych przez
rodzine genow SAP17-10 [130]. Ekspresja poszczegodlnych gendw jest bardzo
zréznicowana i zalezy od czynnikow $rodowiskowych (pH, temperatura,
obecnos¢ biatka) oraz fazy morfologicznej grzyba [122].

Proteazy Sap, modyfikujgc powierzchnie grzybéw i komodrek
nabtonkowych, zwiekszajg przyleganie grzybéw do biony Sluzowej,
co utatwia ich kolonizacje oraz penetracje do tkanek zywiciela [131].
Ponadto, charakteryzujg sie szerokg specyfikg substratowg rozktadajgc:
keratyne, albuming, kolagen, hemoglobine, takze degradujg tancuchy ciezkie
immunoglobuliny IgA oraz sktadnik C3 komplementu [124]. Wykazano
réwniez ich wpltyw na zmiane przepuszczalnosci naczyn krwionosnych oraz
aktywacje czynnikéw krzepniecia [132].

Rola poszczegolnych enzymow Sap w patogenezie zakazenia zalezy

od etapu oraz rodzaju infekcji. Ostatnio trwajg poszukiwania inhibitorow
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proteaz Sap, ktére moglyby mie¢ zastosowanie w terapii przeciwgrzybiczej
[133].

Istotng role w rozprzestrzenianiu sie grzybdw w organizmie
gospodarza odgrywajg fosfolipazy. C. albicans produkuje fosfolipaze B
(PLB), C (PLC) oraz D (PLD), jednak gtéwng role w zakazeniu odgrywa
fosfolipaza B, posiadajgca aktywnos¢ fosfolipazy, lizofosfolipazy, a takze
transacetylazy [134]. Wykazano, ze szczepy C. albicans izolowane z krwi
produkujg wiecej fosfolipazy, w poroéwnaniu do izolatéw z moczu, czy jamy
ustnej [122].

Fosfolipaza B jest kodowana przez geny caPLB1 i caPLB2.
Wykazano, ze mutanty pozbawione genu caPLB1 wykazujg znacznie

ograniczong zdolnosc¢ penetracji w gtgb tkanek gospodarza [122].
1.9.5. Toksyny

Shah i wsp. potwierdzili badaniami, ze C. albicans wytwarza toksyne
analogiczng do gliotoksyny (epipolitiodioksypiperazyna), produkowanej przez
inny gatunek grzybéw (Aspergillus fumigatus). Poza wtasciwosciami
toksycznymi, wywiera efekt immunosupresyjny oraz antyfagocytarny [135].
Ponadto, C. albicans produkuje jeszcze kilka toksyn, ktére podzielono ze
wzgledu na ciezar czgsteczkowy [136]. Do toksyn o wysokim ciezarze
czgsteczkowym nalezy m.in. kandydotoksyna, ktéra wykazuje aktywnos$é
cytotoksyczng oraz immunologiczng. Toksyny o niskim ciezarze
czasteczkowym byty letalne dla zwierzat doswiadczalnych [115].

Grzyby C. albicans produkujg mannoproteine — czynnik wywotujgcy
hemolize erytrocytow. Dziatanie hemolityczne niezbedne jest do
pozyskiwania zelaza, koniecznego do procesow wzrostu oraz rozmnazania
[122].

1.9.6. Zakazenie C. albicans, a uktad immunologiczny

Zakazenie C. albicans indukuje odpowiedz zaréwno humoralng jak
i komorkowa. Gtownymi substancjami immunogennymi C. albicans sa:

mannoproteiny, glikan, mannoglikoproteiny, chityna, biatka metaboliczne
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Sap, biatka szoku cieplnego (Hsp — heat shock proteins) — Hsp 90 i Hsp 70
oraz enolaza [137].

Mannany indukujg powstawanie limfocytéw supresorowych oraz
hamujg wydzielanie mieloperoksydazy i modyfikujg funkcje neutrofiléw [122].

C. albicans moze unika¢ reakcji ze strony uktadu immunologicznego
gospodarza dzieki zmiennosci morfologicznej oraz antygenowej (obecnos¢
roznych antygendéw na strzepkach oraz blastosporach) [122]. Ponadto,
na swojej powierzchni posiada receptor, analogiczny do receptora CR3, ktory
wystepuje m.in. na neutrofilach i makrofagach. Komérkom zernym umozliwia
on rozpoznanie i fagocytoze czagstek optaszczonych skfadnikiem C3b
dopetniacza. Ta swoista mimikra molekularna skutecznie chroni grzyba przed
fagocytozg [115].

Przyjmuje sie, ze za wirulencje grzyboéw Candida odpowiadajg
wytwarzane enzymy oraz zdolno$¢ do adhezji, a mimikra antygenowa
i zmienno$¢ fenotypowa umozliwiajg unikniecie reakcji ze strony uktadu

immunologicznego gospodarza [115].

1.10. Grzyby z rodzaju Candida, a choroba wrzodowa

Jak juz wspomniano, grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida,
stanowigc naturalng flore fizjologiczng przewodu pokarmowego, bytujg
u wiekszosci zdrowych oséb w obrebie jamy ustnej, gardfa i jelita grubego.
Przetyk, zotadek oraz jelito cienkie stanowig dla nich jedynie droge pasazu.
Oznacza to, ze stata kolonizacja grzybicza w tych obszarach przewodu
pokarmowego moze prowadzi¢ do rozwoju zakazen, ktdre nieleczone, mogg
by¢ zrodiem infekcji dla innych uktadow [118].

Do grzybiczego zakazenia przewodu pokarmowego dochodzi gtéwnie
na drodze endogennej. Mozliwe jest takze zakazenie egzogenne
(Srodowisko, chorzy, personel szpitalny) [118, 120].

W ostatnich latach coraz czesciej notuje sie infekcje grzybicze
wywotane przez grzyby drozdzopodobne [120]. Jedng z przyczyn tego
zjawiska jest szeroko stosowana antybiotykoterapia, ktora zaburzajgc

rownowage biologiczng w naturalnej mikroflorze przewodu pokarmowego,
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sprzyja zajeciu przez grzyby wolnych miejsc receptorowych na komdrkach
nabtonka, kolonizacji, a nawet rozsiewowi grzybiczemu [117].

Gtéwnym czynnikiem etiologicznym zakazenh grzybiczych przewodu
pokarmowego jest C. albicans. Pozostate, najczesciej izolowane gatunki
chorobotwércze to: C. glabrata, C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei oraz
C. lusitaniae [118].

Obecnie duze zainteresowanie wywotuje ocena roli grzybow z rodzaju
Candida w chorobie wrzodowej zotgdka. Wykazano, ze kolonizacja grzybicza
wrzodow zotgdka wystepuje u okoto 50% populacji chorych z wrzodem
zotadka oraz wydtuza proces gojenia sie wrzodow i wptywa na utrzymywanie
sie objawow klinicznych [138, 139, 140]. Stwierdzono rowniez, ze szczepy
grzybow izolowane z wrzodéw zotgdka cechujg sie silniejszg aktywnoscig
proteolityczng, w poréwnaniu do szczepow izolowanych od pacjentéw
z przewlektym zapaleniem btony Sluzowej zotgdka, co moze mie¢ wptyw na
przebieg gojenia sie niszy wrzodowej [141].

W badaniach in vitro wykazano zdolnos¢ do wzrostu gatunkow:
C. albicans i C. tropicalis w pH = 2, a C. lusitaniae w pH = 3 [142, 143].

Obecnie zdania sg podzielone, czy zakazenie grzybicze jest
bezposrednio odpowiedzialne za zatamanie bariery sluzéwkowej zotgdka,
czy w niepoznany blizej sposéb, wptywa na kluczowe mechanizmy gojgcego
sie juz owrzodzenia, w tym na proces ukrwienia w obrebie wrzodu,
angiogeneze oraz synteze czynnikow wzrostowych [120]. Brak zwigzku
pomiedzy liczbg komorek grzybdw w zZotgdku, poziomem przeciwciat
przeciwgrzybiczych w surowicy oraz obecnoscig antygenu grzybiczego we
krwi sugeruje, ze zazwyczaj grzybicza kolonizacja wrzodow jest zjawiskiem
wtérnym, towarzyszgcym lokalnej patologii w zotgdku [142, 143].

Standardy leczenia zakazen grzybiczych wrzodow nie zostaty jeszcze

ustalone [141].
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1.11. Antybiotykoterapia grzybic giebokich

W terapii grzybic systemowych dostepne sg leki przeciwgrzybicze

nalezgce do 4 odrebnych klas strukturalnych (rycina 6) [111].

Leki przeciwgrzybicze stosowane
w terapii grzybic uktadowych

Polieny Azole Kandyny Antymetabolity

' ' | '

Amfoterycyna B Ketokonazol Kaspofungina 5-fluorocytozyna
Flukonazol Anidulafungina
Itrakonazol Mikafungina
Worykonazol
Posakonazol
Rawukonazol

Rycina 6. Klasyfikacja lekow przeciwgrzybiczych stosowanych w terapii grzybic
uktadowych [111].

Antybiotyki polienowe, ktorych przedstawicielem jest amfoterycyna B,
stanowig najstarszg grupe lekow przeciwgrzybiczych. Charakteryzujg sie
szerokim spektrum przeciwgrzybiczym, ktére obejmuje obok grzybow
drozdzopodobnych z rodzaju Candida i Cryptococcus, takze grzyby
plesniowe.

Mechanizm dziatania polienbw polega na wigzaniu sie leku
z ergosterolem btony protoplazmatycznej grzyba, co prowadzi do
uszkodzenia integralnosci btony i ucieczki sktadnikbw komdrkowych na
zewnatrz. W konsekwencji dochodzi do lizy i smierci komorki. Niestety
wigzanie ze sterolami grzyba nie jest ograniczone tylko do drobnoustrojow,
poniewaz antybiotyki polienowe wchodzg takze w interakcje ze sterolami

(cholesterolem) komoérek ssakéw. Skutkiem tego zjawiska jest dziatanie
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nefrotoksyczne, ktére moze by¢ ostabione przez umieszczenie amfoterycyny
B na lipidowych nosnikach.

Najczestszym wskazaniem klinicznym do stosowania amfoterycyny B
jest: zapalenie otrzewnej o etiologii Candida, grzybice oczne, grzybice
u pacjentow z biataczkg szpikowg, chtoniakiem, inwazyjna kandydoza
zagrazajgca zyciu, aspergiloza ptuc/rozsiana, mukormykozy.

Kolejng grupg lekow przeciwgrzybiczych, wprowadzong do terapii
w latach 80-tych XX wieku, sg imidazole. Dzielg sie na dwuazole, ktorych
przedstawicielem jest ketokonazol oraz tréjazole, do ktérych zalicza sie:
flukonazol, itrakonazol, worykonazol, posakonazol oraz rawukonazol.
Trzy ostatnie leki nalezg do tzw. Il generacji azoli.

Mechanizm dziatania azoli polega na zaburzeniu syntezy ergosterolu
w bilonie komérkowej grzyba, poprzez hamowanie 14a-demetylazy
katalizowanej przez cytochrom P4s0. W wyniku tego procesu powstata btona
komorkowa posiada zaburzong strukture oraz funkcje. Worykonazol
dodatkowo hamuje synteze chityny w Scianie komérkowej grzyba.

Flukonazol w swoim spektrum przeciwgrzybiczym obejmuje drozdzaki
z rodzaju Candida oraz Cryptococcus. Wyjatek stanowig gatunki: C. krusei
posiadajgcy naturalng opornos¢ na ten lek oraz C. glabrata o zmniejszonej
wrazliwosci.

Obecnie jest stosowany zaréwno w profilaktyce jak i w leczeniu
réznych postaci klinicznych inwazyjnej lub rozsianej kandydozy, a takze
u pacjentdw HIV(+). Jest lekiem o duzym marginesie bezpieczenstwa,
dobrze tolerowanym przez pacjentéw. Warto jednak wspomniec,
ze niekontrolowane stosowanie flukonazolu w szpitalu prowadzi do selekc;ji
szczepow naturalnie opornych na ten lek, jak C. krusei lub o obnizonegj
wrazliwosci, jak C. glabrata, ktére odgrywajg coraz wigekszg role
w zakazeniach ukfadowych oraz inwazyjnych.

Itrakonazol charakteryzuje sie szerokim spektrum przeciwgrzybiczym,
obejmujgcym obok rodzaju Candida takze grzyby dimorficzne. W odréznieniu
od flukonazolu, jest aktywny wobec grzybdéw plesniowych z rodzaju
Aspergillus. Pomimo szerokiej aktywnos$ci biologicznej itrakonazol wykazuje

dziatanie nefrotoksyczne oraz wchodzi w interakcje z wieloma lekami.
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Nowe pochodne triazoli (worykonazol, posakonazol, rawukonazol)
sg aktywne nie tylko w stosunku do grzybodw z rodzaju Candida
(w tym opornych lub o obnizonej wrazliwosci na flukonazol, odpowiednio
C. krusei oraz C. glabrata), ale takze do grzybow plesniowych. W Polsce,
dotychczas zarejestrowano do lecznictwa worykonazol oraz posakonazol.

Wprowadzenie worykonazolu na polski rynek poszerzyto bardzo waski
zakres lekéw przeciwgrzybiczych dostepnych w leczeniu grzybic uktadowych.

Poza aktywnosciag wobec wyzej wymienionych rodzajéw grzybow,
worykonazol w swoim spektrum obejmuje takze grzyby dimorficzne oraz
dermatofity. Wieloosrodkowe badania kliniczne wykazaty, ze worykonazol
jest skutecznym lekiem przeciwgrzybiczym w leczeniu inwazyjnej aspergilozy
oraz innych trudnych w terapii grzybic uktadowych. Jest takze lepigj
tolerowany przez pacjentéw, niz amfoterycyna B.

Posakonazol charakteryzuje sie szerokim zakresem dziatania
przeciwgrzybiczego, zblizonym do amfoterycyny B i szerszym od pozostatych
azoli. Wchodzi w interakcje z wieloma lekami.

Najnowszg grupe lekéw przeciwgrzybiczych stanowig echinokandyny.
W Polsce zarejestrowano kaspofungine, anidulafungine oraz niedawno
mikafungine.

Antymikotyki te charakteryzujg sie unikalnym mechanizmem dziatania,
ktéry polega na blokowaniu syntazy 1-3B-glukanowej, biorgcej udziat
w syntezie glukanu, ktory jest sktadnikiem sciany komérkowej, nadajgcym
ksztatt komorce grzyba oraz zapewniajgcym jej integralnos¢. Pozbawiona
glukanu sciana komorkowa przestaje by¢ sztywna, wykazuje wrazliwos¢ na
ci$nienie osmotyczne, co w konsekwencji prowadzi do lizy komérki. Efekt ten
jest szczegdlnie zaznaczony w przypadku grzybéw Candida (w tym
gatunkow naturalnie opornych na azole). Grzyby z rodzaju Cryptococcus
oraz Mucor ze wzgledu na niskg zawarto$¢ glukanu nie mieszczg sie
w spektrum echinokandyn.

Leki te charakteryzujg sie duzym marginesem bezpieczenstwa,
poniewaz miejscem uchwytu jest Sciana komoérkowa grzyba, a komorki
ssakdéw nie posiadajg podobnej struktury.

Spektrum przeciwgrzybicze kaspofunginy obejmuje poza rodzajem

Candida, grzyby plesniowe z rodzaju Aspergillus oraz grzyby dimorficzne.
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Kaspofungina jest lekiem z wyboru w leczeniu kandydoz (jamy ustnej,
przetyku, postaci inwazyjnej). W przypadku aspergilozy stosowana jest
w  przypadkach  nieodpowiadajgcych na  wczesniejsze leczenie
przeciwgrzybicze.

Anidulafungina jest antymikotykiem skutecznym zaréwno w leczeniu
kandydozy u pacjentow z wydolnym uktadem odpornosci jak i z niedoborami
immunologicznymi. Najwiekszg aktywnos¢ wykazuje w stosunku do
C. albicans i C. glabrata, a najmniejsza do C. parapsilosis. W spektrum
przeciwgrzybiczym anidulafunginy mieszczg sie takze grzyby plesniowe
Aspergillus.

Ostatnig omawiang grupg lekow przeciwgrzybiczych, stosowanych
w grzybicach uktadowych sg antymetabolity, reprezentowane tylko przez
jeden lek: flucytozyne (5-fluorocytozyne).

Mechanizm dziatania flucytozyny moze obejmowaé kilka szlakow
metabolicznych, ktére prowadzg bgdz do zahamowania syntezy biatka
w komorce grzyba, wskutek wbudowania zmodyfikowanego leku w kwas
RNA, lub nieprawidtowego podziatu komérek, w wyniku zaburzen syntezy
DNA.

Flucytozyna wykazuje aktywnos¢ wobec grzybow z rodzaju: Candida,
Cryptococcus, Cladosporium oraz Phialophora. Zwykle jest stosowana
w potgczeniu z amfoterycyng B w leczeniu kryptokokozy osrodkowego
uktadu nerwowego, a w monoterapii w zakazeniach uktadu moczowego
[111].

W przypadku kazdej postaci kandydozy konieczne jest oznaczenie

wrazliwosci grzyba na leki przeciwgrzybicze [144].
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2. CEL PRACY

Cele podjetych badan:

1. Ocena patogennos$ci szczepdw H. pylori, na podstawie potwierdzenia
metodg tancuchowej reakcji polimerazowej PCR obecnosci genu cagA i allel
s1, s2, m1, m2 genu vacA oraz analiza zwigzku tych genow z wybranymi

chorobami gérnego odcinka przewodu pokarmowego.

2. Analiza pierwotnej opornosci szczepow H. pylori na leki stosowane

w empirycznej terapii tego zakazenia.

3. Charakterystyka szczepdw Candida spp., izolowanych od pacjentow
z wybranymi chorobami gornego odcinka przewodu pokarmowego,
na podstawie:

a) profilu enzymatycznego,

b) wrazliwosci na leki przeciwgrzybicze.

4. Analiza wspotwystepowania wybranych choréb goérnego odcinka

przewodu pokarmowego z zakazeniem H. pylori i/lub Candida spp.
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3. MATERIALY | METODY

Protokét badania klinicznego oraz mikrobiologicznego uzyskat
akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum (Opinia nr KBET/149/B/2006).

3.1. Chorzy, materiat kliniczny

Badaniami objeto grupe 267 osob — 149 (56%) kobiet oraz 118 (44%)
mezczyzn, w wieku od 16 do 80 lat (Sredni wiek 43 lata), zgtaszajgcych sie
do prywatnego gabinetu lekarskiego oraz poradni gastrologicznej Centrum
Medycznego ,Falck” w Krakowie, w okresie od grudnia 2006 roku do lutego
2009 roku. Osoby te nigdy wczeséniej nie byly leczone w kierunku zakazenia
H. pylori.

Powodem zgtoszenia sie wszystkich pacjentéw do lekarza
gastroenterologa byty dolegliwosci  dyspeptyczne, takie jak: bdl
w nadbrzuszu, odbijania, wzdecia, gazy, nudnosci, wymioty, zgaga,
zaburzenia w oddawaniu stolca, spadek masy ciata, brak apetytu.

W celu zdiagnozowania przyczyny dolegliwosci, kazdego chorego
poddano badaniu endoskopowemu gérnego odcinka przewodu
pokarmowego. Podczas gastroskopii, w kazdym przypadku pobierano
bioptaty btony Sluzowej zotgdka z okolicy antrum oraz trzonu, w celu
wykonania szybkiego testu ureazowego (PRO-MED, Géra Kalwaria, Polska),
badania histopatologicznego oraz mikrobiologicznego w kierunku zakazenia
H. pylori oraz Candida.

Materiat badany na obecno$¢ H. pylori (2 bioptaty — po jednym
z antrum oraz z trzonu), przesytano w podtozu transportowym Portagerm
pylori (PORT-PYL, bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.), natomiast bioptaty
przeznaczone do badan w kierunku izolacji grzybéw Candida (po jednym
z antrum oraz z trzonu), transportowano w 1 ml 0.85% NaCl.

Pobrany materiat opracowywano w dniu jego pobrania w Zaktadzie
Mikrobiologii Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

Dane dotyczace rozpoznania klinicznego u badanych pacjentow

(dyspepsja niewrzodowa, choroba wrzodowa zotgdka, choroba wrzodowa
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dwunastnicy), wyniki szybkiego testu ureazowego oraz wyniki badania
histopatologicznego, otrzymywano  od lekarza  gastroenterologa
przeprowadzajgcego badanie kliniczne.

Rozpoznanie dyspepsji niewrzodowej obejmowato pacjentow bez
zadnych zmian w badaniu endoskopowym oraz pacjentow z nadzerkowymi
lub nienadzerkowymi schorzeniami jak: zapalenie przetyku, zapalenie
zotgdka oraz zapalenie dwunastnicy.

Losowo wybranym 61 pacjentom z zakazeniem H. pylori, oznaczono

w surowicy poziom przeciwciat klasy IgG skierowanych przeciwko H. pylori.

3.2. H. pylori — badanie mikrobiologiczne

Aparatura

e Inkubator CO, wraz z reduktorem (CO-150, New Brunswick Scientific, USA)

e Ultrazamrazarka -86°C, NBS Premium U410 (New Brunswick Scientific, USA)

e Mikroskop laboratoryjny odwrécony Nikon Eclipse E200 F (Equimed, Polska)

e Densytometr TYPE ATB 1550 (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)

e Chtodziarko-zamrazarka (Polar, Polska)

e Zestaw pipet automatycznych (Eppendorf, Niemcy)

e Wytrzgsarka Vortex z regulacjg (Kartell)

Odczynniki i podfoza

e Podloze transportowe  Portagerm  pylori, PORT-PYL  (bioMérieux,
Polska Sp. z 0.0.)

e Podtoze Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (bioMérieux,
Polska Sp. z 0.0.)

e Podtoze Schaedler Agar (Oxoid, Argenta, Polska Sp. z 0.0.)

e Bulion: Schaedler Anaerobe Broth (Oxoid, Argenta, Polska Sp. z 0.0.)

e Suplement Dent (Oxoid, Argenta, Polska Sp. z 0.0.)

e Krew barania

e Urea Indole Medium (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)

e Woda utleniona 3%

e Krazki na obecnos¢ oksydazy (Becton Dickinson, USA)

e Barwienie metodg Grama: fiolet krystaliczny, plyn Lugola, 90% etanol
z dodatkiem acetonu, fuksyna

e 10% glicerol

e 10% surowica ptodowa bydleca FBS (Sigma-Aldrich, USA)
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e Etesty: amoksycylina, metronidazol, klarytromycyna, lewofloksacyna
(AB Biodisk, Szwecja)
e APl NaCl 0.85% Medium 2ml (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)

3.2.1. Hodowla H. pylori

Materiat przeznaczony do badan mikrobiologicznych w kierunku
izolacji H. pylori, stanowity dwa wycinki btony sluzowej zotgdka (po jednym
z antrum oraz z trzonu), pobrane od kazdego pacjenta podczas gastroskopii
do podtoza transportowego Portagerm pylori, ktére w tym samym dniu byty
opracowywane w Zakfadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej UJ CM.

Otrzymany materiat umieszczano na jatowym szkietku podstawowym,
homogenizowano przy uzyciu drugiego szkietka, a nastepnie zebrany za
pomocg wymazowki homogenat wysiewano na catg powierzchnie podtoza
Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej, z suplementem Dent oraz bez
suplementu. Hodowle prowadzono w cieplarce, w warunkach
mikroaerofilnych, w temperaturze 37°C, przez okres od 3 do 7 dni.
Po okresie 3-4 dni, makroskopowo oceniano wyglad wyrostych kolonii na
podfozach: Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej z suplementem
Dent oraz bez suplementu. Kolonie sugerujgce H. pylori przesiewano na
podtoze Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej, inkubowano
w warunkach mikroaerofilnych, w temperaturze 37°C, przez 72 godziny.
W przypadku braku charakterystycznych kolonii, hodowle prowadzono do
7 dni, oceniajgc co 24-48 godzin wyroste kolonie.

Wyhodowane szczepy identyfikowano na podstawie makroskopowego
wyglagdu kolonii oraz dodatnich wynikéw testéw na obecno$¢ ureazy,

katalazy oraz oksydazy (rycina 7).
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Rycina 7. Wzrost szczepu klinicznego H. pylori nr 413 na podfozu Schaedler Agar

z dodatkiem 5% krwi baraniej.

Ponadto, z hodowli wykonywano preparat, barwiony metodg Grama,
w ktérym sprawdzano obecnos¢ Gram-ujemnych spiralnych bakterii.

Zidentyfikowane kolonie H. pylori przesiewano na catg powierzchnie
podtoza Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej, inkubowano
w cieplarce, w warunkach mikroaerofilnych, w temperaturze 37°C, przez
72 godziny, a nastepnie bankowano. W tym celu, zbierano z powierzchni
agaru jalowg wymazéwkg mase bakteryjng, ktérg zawieszano
w podtozu ptynnym (bulion Schaedler Anaerbe Broth — 1ml, 10% glicerol
— 4 krople, 10% surowica ptodowa bydleca — 4 krople). Tak przygotowane
szczepy przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania badan

genetycznych.
3.2.2. Oznaczanie lekowrazliwosci H. pylori

Wrazliwos¢ 97 szczepow H. pylori na amoksycyling, metronidazol,
klarytromycyne oraz 79 szczepow na lewofloksacyne oznaczono metodg
ilosciowg z zastosowaniem Etestow — plastikowych paskéw nasyconych
antybiotykiem w gradiencie stezen, celem wyznaczenia najmniejszego
stezenia leku (MIC — Minimal Inhibitory Concentration) w mg/l, hamujgcego

wzrost bakterii, zgodnie z zaleceniami producenta.
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W tym celu, czyste kolonie szczepu H. pylori wyizolowanego
z pobranych bioptatow btony Sluzowej Zotgdka, wysiewano na catej
powierzchni podtoza Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej oraz
inkubowano w cieplarce, w warunkach mikroaerofilnych, w temperaturze
37°C przez 72 godziny. Z uzyskanej hodowli przygotowywano zawiesine
bakterii, poprzez zebranie z powierzchni agaru jalowg wymazowkg masy
bakteryjnej, ktdrg zawieszano w 2 ml APl NaCl 0.85% Medium. Probke
delikatnie mieszano, a nastepnie w densytometrze mierzono gesto$é
zawiesiny, odpowiadajgcg wartosci 3.0 w skali McFarland’a. W przypadku
uzyskania zawiesiny o niewtasciwej gestosci, inokulum rozcienczano,
poprzez dodanie roztworu 0.85% NaCl lub zageszczano, uzupetniajgc masg
bakteryjng. Po otrzymaniu zawiesiny o prawidtowej gestosci 3.0 w skali
McFarland'a, automatyczng pipetg przenoszono 150 ul na podtoze Schaedler
Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej oraz przy uzyciu jatowej wymazowki,
rownomiernie rozprowadzano materiat w trzech kierunkach po catej
powierzchni agaru. Posiane podtoze pozostawiano do wyschnigecia na
15 minut. Po upewnieniu sie, ze powierzchnia agaru byta catkowicie sucha,
przy pomocy sterylnej pesety, naktadano pasek Etestu z odpowiednim lekiem
(amoksycylina,  metronidazol, klarytromycyna lub lewofloksacyna).
Ptytki inkubowano w cieplarce, w 37°C, w warunkach mikroaerofilnych, przez
72 godziny. Po uptywie tego czasu odczytywano dla danego
antybiotyku/chemioterapeutyku wartos¢ MIC (mg/l), w miejscu przeciecia sie
eliptycznej strefy zahamowania wzrostu z paskiem, biorgc pod uwage wzrost

mgtawicowy oraz pojedyncze kolonie (ryciny: 8, 9, 10, 11).
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Rycina 8. Ocena wrazliwosci za pomocg Etestu szczepu klinicznego H. pylori
nr 413 na amoksycyline, MIC < 0.016 mg/I.
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Rycina 9. Ocena wrazliwosci za pomocg Etestu szczepu klinicznego H. pylori
nr 413 na metronidazol, MIC > 256 mg/I.
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MIC = 3 mg/Il

Rycina 10. Ocena wrazliwosci za pomocg Etestu szczepu klinicznego H. pylori

nr 284 na klarytromycyne, MIC = 3 mg/I.

MIC = 0.125 mg/I
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Rycina 11. Ocena wrazliwosci za pomocg Etestu szczepu klinicznego H. pylori

nr 413 na lewofloksacyne, MIC = 0.125 mgl/l.
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W kategoryzacji szczepow wrazliwy/ sredniowrazliwy/ oporny przyjeto

wartosci graniczne MIC:

e dla klarytromycyny, zgodnie z wytycznymi CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) [145],

e dla metronidazolu oraz amoksycyliny, zgodnie z wytycznymi BSAC

(British Society for Antimicrobial Chemotherapy) [146],

e dla lewofloksacyny, zgodnie z danymi literaturowymi [147]
(tabela 1).
Tabela 1. Stezenia graniczne antybiotykdw/chemioterapeutykéw dla H. pylori.
Antybiotyk/ Wrazliwy Sredniowrazliwy Oporny

chemioterapeutyk MIC (mg/l) MIC (mg/l) MIC (mg/l)
Amoksycylina <1 - >1
Metronidazol <4 - >4
Klarytromycyna <0.25 0.5 21
Lewofloksacyna <1 - > 1

3.3. H. pylori — badanie genetyczne

Aparatura

e Wiréwka z chtodzeniem SIGMA 2-16 K (Sigma, Niemcy)
e Cieplarka laboratoryjna typ CL 135 AF (Poll LTD Warszawa, Polska)

e Blok termiczny TB1 thermoblock (Biometra, Niemcy)

e \Wytrzgsarka Vortex z regulacjg (Kartell)

e Aparat do elektroforezy poziomej w zelu agarozowym Agagel (Biometra,

Niemcy)

e Zasilacz: Consort E 143

e Aparat cyfrowy: Canon Power Shot G5

e Transluminator ECX 20M (Vilber Lourmat, Francja)

e System dokumentaciji i analizy obrazu zeli POLYDOC (Polygen, Polska)

e Termocykler T Personal (Biometra, Niemcy)
e Chtodziarka (Polar, Polska)
e Zestaw pipet automatycznych (Eppendorf, Niemcy)

e Waga laboratoryjna typ WPS 600 (Radwag, Polska)
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Odczynniki
Izolacja DNA z komérek bakteryjnych (Genomic Mini, A&A Biotechnology, Polska)
e 10mM bufor TRIS HCI pH 8.5 do zawieszania bakterii
e Bufor lizujgcy LT
e Proteinaza K
e Roztwor ptuczacy A1
Reakcja PCR
e Woda (Nuclease-Free Water, Hyclone, Thermo Scientific, USA)
e Bufor reakcyjny (5 x colorless Go Taq Flexi Buffer) (Promega, USA)
e MgCl; (25 mM) (Promega, USA)
e dNTP (PCR Nucleotide Mix): dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Promega, USA)
e Polimeraza DNA (GoTaq Flexi DNA Polymerase, 100u; 5u/ul) (Promega, USA)
e Primery (HPU 50, HPU 25; VA3-F, VA3-R; VA4-F, VA4-R; VA1-Fc, VA1-Rc;
D008, R008) (Sigma Genosys, USA)
Detekcja produktéw reakcji PCR
e Agaroza (Sigma-Aldrich, USA)
e 1 x stezony bufor TBE (Tris Ultra Pure p.A., kwas borowy, 0.5M EDTA,
woda destylowana)
e Bromek etydyny (Sigma-Aldrich, USA)
e Bufor obcigzajacy (6 x Orange Loading Dye) (Fermentas Life Science, Kanada).
e Marker wielkosci (O’ Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder) (Fermentas Life

Science, Kanada).

3.3.1. Izolacja bakteryjnego DNA

Zawiesiny 109 szczepdw H. pylori, przechowywane w temperaturze
-80°C rozmrozono, nastepnie wysiewano na podifoze Schaedler Agar
z dodatkiem 5% krwi baraniej i inkubowano w cieplarce, w temperaturze
37°C przez 72 godziny, w warunkach mikroaerofilnych. Wyroste kolonie
pasazowano na kolejne dwa podtoza Schaedler Agar z dodatkiem 5% krwi
baraniej, ktore inkubowano w cieplarce, w temperaturze 37°C, w warunkach
mikroaerofilnych. Uzyskang mase bakteryjng zbierano z powierzchni dwoch
ptytek za pomocg jatowej wymazoéwki, zawieszano w 1ml 0.85% NaCl oraz
odwirowywano (9000 obr/min., 10 min., temperatura 4°C). Supernatant po
odwirowaniu zlewano. Z uzyskanych peletek izolowano genomowe DNA przy

uzyciu zestawu ,Genomic Mini”, zgodnie z zaleceniami producenta.
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Protokét izolacji DNA

1. Zawieszenie w 100 pl buforu Tris odwirowanych komérek H. pylori.

2. Dodanie 200 ul uniwersalnego buforu lizujgcego LT.

3. Dodanie 20 pl roztworu Proteinazy K.

4. Wymieszanie i inkubowanie probki 20 min. w temperaturze 37°C.

5. Przeniesienie probki do 75°C i inkubowanie 5 min.

6. Intensywne mieszanie probki przez 20 sekund.

7. Wirowanie 3 min. przy 12500 RPM.

8. Pobranie supernatantu oraz naniesienie na minikolumne do oczyszczania
genomowego DNA.

9. Wirowanie 1 min. przy 12500 RPM.

10. Wyjecie minikolumny wraz z probéwka i dodanie do kolumny 500 ul roztworu
ptuczgcego A1.

11. Wirowanie 1 min. przy 12500 RPM.

12. Przeniesienie minikolumny do nowej probowki o objetosci 2 ml i dodanie
do kolumny 400 pl roztworu ptuczgcego A1.

13. Wirowanie 2 min. przy 12500 RPM.

14. Umieszczenie osuszonej minikolumny w nowej probéwce o objetosci 1.5 ml
i dodanie do probki znajdujgcej sie na dnie kolumny 100 ul buforu Tris,
ogrzanego do temperatury 75°C.

15. Inkubowanie prébki przez 5 min. w temperaturze pokojowe;.

16. Wirowanie 1 min. przy 12500 RPM.

17. Usuniecie minikolumny.

18. Przetrzymanie oczyszczonego DNA znajdujgcego sie w probowce,

w lodéwce do czasu dalszych analiz.

W celu potwierdzenia obecnosci bakteryjnego DNA, uzyskane
podczas izolacji roztwory rozdzielano przeprowadzajgc elektroforeze
w 2% zelu agarozowym, sporzgdzonym poprzez rozpuszczenie na gorgco
3 g agarozy w 150 ml 1x stezonego buforu TBE. Po schtodzeniu roztworu do
temperatury 60°C, dodawano 7.5 pl bromku etydyny. Zel mieszano
i wylewano do wanienki, w ktérej znajdowat sie grzebieh, umozliwiajgcy
uzyskanie studzienek. Po stezeniu oraz usieciowaniu zelu, wanienke
umieszczano w komorze do elektroforezy, wypetnionej 1x stezonym buforem

TBE i usuwano grzebien.

55



Z prébek zawierajgcych wyizolowane DNA pobierano objetos¢ 7.5 ul
i mieszano z 2.5 pl buforu obcigzajgcego. Uzyskane mieszaniny badanych
probek, nakrapiano do studzienek w zelu. Rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzano przy napieciu 85 V przez 30 min.

Efekty rozdziatu elektroforetycznego uwidaczniano w transluminatorze

w Swietle UV. Zdjecia zelu wykonywano aparatem CANON G5.
3.3.2. Reakcja PCR

Analizie genetycznej poddano 109 szczepow H. pylori, w ktérych przy
uzyciu metody PCR zbadano obecnos¢ genow: ureB, cagA oraz alleli genu
vacA (s1, s2, m1, m2). Sekwencje primeréw zastosowanych w reakcji PCR

przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Primery zastosowane w reakcji PCR dla amplifikacji genéw: ureB, cagA

oraz alleli genu vacA (s1, s2, m1, m2).

Gen Primer Sekwencja primera (5°-3’) P%%dflbk;) Literatura
ureB HPU 50 GAACATGACTACACCAT 933 [148]
HPU 25 TGGTTTGAGGGCGAATC
vacA
m1 VA3-F GGTCAAAATGCGGTCATGG 290 [148]
VA3-R CCATTGGTACCTGTAGAAAC
m2 VA4-F GGAGCCCCAGGAAACATTG 352
VA4-R CATAACTAGCGCCTTGCAC
s1/s2 VA1-Fc ATGGAAATACAACAAACACAC 259/286
VA1-Rc CTGCTTGAATGCGCCAAAC
cagA D008 ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCG 298 [149]
R008 TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCA

Do kazdej serii badan wykonano kontrole negatywng, zawierajgcag
wode (Nuclease-Free Water) zamiast matrycowego DNA oraz kontrole
pozytywng, zawierajgcg DNA szczepu wzorcowego H. pylori 326: ureB+,

cagA+, vacA s1+/m1+.
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3.3.2.1. Wykrywanie gendéw ureB, cagA oraz alleli s1, s2, m1, m2 genu

vacA H. pylori metodg PCR

Do 2 ul roztworu zawierajgcego oczyszczone DNA dodawano 23 pl

przygotowanej mieszaniny reakcyjnej (tabela 3).

Tabela 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR.

MASTERMIX Oblgtose
(Wl)

Bufor reakcyjny (5 x colorless Go Taq Flexi Buffer) 5
25 mM MgCl, 1.5
Mieszanina nukleotydéw (PCR Nucleotide Mix) 0.5
Primer S 1
Primer A 1
Polimeraza DNA (GoTaq Flexi DNA Polymerase) 0.125
Woda (Nuclease-Free Water) 13.875
Matrycowe DNA 2
tacznie 25

Uzyskang mieszaning wkfadano do termocyklera,
przeprowadzano reakcje PCR.
Zastosowano nastepujgce profile termiczne reakcji PCR:

Amplifikacja genu ureB:

wstepna denaturacja — 94°C/4min, nastepnie 35 cykli:

55°C/1min, 72°C/1min, kohcowa synteza 72°C/5min.

Amplifikacja alleli genu vacA (s1, s2, m1, m2):

wstepna denaturacja — 94°C/4min, nastepnie 35 cykli:

57°C/1min, 72°C/1min, korncowa synteza 72°C/5min.

Amplifikacja genu cagA:

wstepna denaturacjia — 94°C/5min, nastepnie 33 cykle:

a nastepnie

94°C/1min,

94°C/1min,

94°C/1min,

60°C/1min, 62.5°C/1min, 72°C/1min, koncowa synteza 72°C/5min.
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3.3.2.2. Analiza produktow PCR

Produkty amplifikacji rozdzielano przeprowadzajgc elektroforeze
w 2% zelu agarozowym, sporzgdzonym poprzez rozpuszczenie na gorgco
3 g agarozy w 150 ml 1x stezonego buforu TBE. Po schtodzeniu roztworu do
temperatury 60°C, dodawano 7.5 pl bromku etydyny. Zel mieszano
i wylewano do wanienki, w ktérej znajdowat sie grzebieh, umozliwiajgcy
uzyskanie studzienek. Po stezeniu oraz usieciowaniu zelu, wanienke
umieszczano w komorze do elektroforezy wypetnionej 1x stezonym buforem
TBE oraz usuwano grzebien.

Z probek zawierajgcych produkty amplifikacji pobierano objetosc
7.5 pl, ktérg mieszano z 2.5 pl buforu obcigzajgcego. Uzyskane mieszaniny
badanych prébek oraz 5 pl markera wielkosci (100bp) nakrapiano do
studzienek w zelu. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono przy napieciu
85V przez 90 min.

Efekty rozdziatu uwidaczniano w transluminatorze w $wietle UV.
Zdjecia zelu wykonywano aparatem CANON G5. Wielkos¢ produktow reakciji
PCR poréwnywano z markerem wielkosci 100bp DNA Ladder.

3.4. Oznaczanie poziomu przeciwciaft klasy IgG anty-H. pylori

metoda immunoenzymatyczng ELISA

Aparatura
e Aparat Microplate Reader RT2100C (Rayto, Stamar, Polska)
e Wiréwka laboratoryjna CN 180 (Nive, Medlab Products Sp. z 0.0., Polska)
e Woytrzgsarka Vortex z regulacjg (Kartell)
e Chtodziarko-zamrazarka (Polar, Polska)
e Mieszadto wirowe DOS-20S (ELMI, Lotwa)
e Papier wchtaniajgcy
e Zestaw pipet automatycznych (Eppendorf, Niemcy)
Odczynniki
llosciowy test immunoenzymatyczny IgG H. pylori EIA-3057 (DRG MedTek Sp. z 0.0.)
e Plytka mikrostudzienkowa pokryta oczyszczonym antygenem H. pylori
(96 studzienek)
e Rozcienczalnik prébek

e Roztwdr hamujgcey reakcje (1 N HCI)
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e Bufor przemycia (20x)

e Odczynnik konjugatu enzymatycznego

e Odczynnik TMB (jednoczasowy)

e Kontrola negatywna H. pylori, < 6.25 U/ml

e Kontrola pozytywna H. pylori, > 100 U/ml

e Normy H. pylori: 0; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 U/ml

e Woda destylowana

Prébki krwi petnej, w objetosci 2-3 ml, pobierano z zyty obwodowej na
skrzep, podczas wizyty pacjenta u lekarza gastroenterologa. W tym samym
dniu byly one przesytane do Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej UJ CM.

Uzyskany materiat wirowano przez 5 minut przy 2500 obr/min.
Nastepnie, surowice odciggano przy uzyciu plastikowej pipetki do czystej
probéwki i zamrazano w temperaturze -20°C, do czasu wykonania testu
serologicznego.

Poziom przeciwciat klasy IgG anty-H. pylori w surowicy oznaczano
ilosciowym testem immunoenzymatycznym IgG H. pylori EIA-3057, zgodnie
z zaleceniami producenta, przy uzyciu czytnika ptytek mikrotitracyjnych
ELISA — Microplate Reader RT — 2100C.

Przed uzyciem wszystkie odczynniki doprowadzano do temperatury
pokojowej (18 — 25°C).

Bufor przemycia (20x) w objetosci 1 jednostki, rozcienczano
w 19 jednostkach objetosci wody destylowanej: do 50 ml buforu przemycia
(20x) dodawano 950 ml wody destylowanej w celu otrzymania 1000 ml

buforu przemycia (1x).
3.4.1. Wykonanie testu

Szescdziesiagt jeden surowic rozmrozono w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie, dla probek testowych przygotowywano roztwory 1:40,
z wszystkich szesciu norm H. pylori, kontroli pozytywnej oraz negatywnej,
przez dodanie 5 pl probki do 200 pl rozcienczalnika probek. Tak
przygotowane probki doktadnie mieszano. Nastepnie, w odpowiednich
studzienkach wprowadzano po 100 ul rozciehczonych surowic, szesS¢ norm

H. pylori oraz kontrole. W celu uzyskania préby zerowej odczynnika,
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100 pl rozcienczalnika probek umieszczano w pozycji studzienki A1. Plytke,
przez 10 sekund doktadnie mieszano przy uzyciu mieszadta wirowego,
a nastepnie inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowe;.

Po inkubacji usuwano ptyn ze wszystkich studzienek. Mikroptytke
wyptukiwano czterokrotnie rozcienczonym buforem przemycia (1x) oraz
1x wodg destylowang, za kazdym razem strzepujgc ptytke na lignine.
Nastepnie, do wszystkich studzienek wprowadzano po 100 pl konjugatu
enzymatycznego. Po delikathym wymieszaniu przez 10 sekund, inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Po inkubacji strzepujgc ptytke na
lignine z wszystkich studzienek usuwano konjugat enzymatyczny. Nastepnie,
mikroptytke wyptukiwano czterokrotnie rozcienczonym buforem przemycia
(1x) oraz 1x wodg destylowang, za kazdym razem strzepujgc ptytke na
lignine. W kolejnym etapie do wszystkich studzienek wprowadzano po 100 pl
odczynnika TMB, delikatnie mieszano przez 10 sekund oraz inkubowano
przez 20 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatta. Po inkubacji,
do wszystkich studzienek wprowadzano po 100 ul roztworu hamujgcego
reakcje i delikatnie mieszano przez 30 sekund. Po zmianie koloru prébek
(z niebieskiego na zotty) odczytywano wartos¢ miana przeciwciat klasy 1gG
anty-H. pylori w jednostkach U/ml na podstawie pomiaru gestosci optycznej
przy dtugosci fali 450 nm w ciggu 15 minut w czytniku ptytek
mikrotitracyjnych ELISA.

Wedtug producenta testu, poziom graniczny dla probek o prawidtowym
mianie przeciwciat anty-H. pylori (ujemnych) zostat ustalony na 20 U/ml.
Wartosci ponizej 20 U/ml byly interpretowane jako ujemne — prawidtowe,

natomiast wyzsze od 20 U/ml jako pozytywne.
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3.5. Candida spp. — badanie mikologiczne

Aparatura
e Aparat ATB Expression (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Oprogramowanie identyfikacyjne ATB Expression (bioMérieux, Polska
Sp.zo0.0.)
e Densytometr Type ATB 1550 (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Inkubator mikrobiologiczny typ EB 53 F (Jouan)
e Woytrzgsarka Vortex z regulacjg (Kartell)
e Zestaw pipet automatycznych (Eppendorf, Niemcy)
e Pipeta elektroniczna ATB (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Chtodziarka (Polar, Polska)
Odczynniki
e Poditoze Candida ID 2 (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Podtoze Sabouraud (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e TestID 32 C (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Test APl ZYM (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Odczynnik Zym A (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Odczynnik Zym B (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e Test ATB FUNGUS 3 (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e API Suspension Medium 2 ml (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)
e API NaCl 0.85% Medium 2ml (bioMérieux, Polska Sp. z 0.0.)

Zakres badan mikologicznych obejmowat izolacje grzybow z bioptatéw
pobranych z btony sluzowej zotadka, identyfikacje wyhodowanych szczepdéw
grzybow drozdzopodobnych, badanie aktywnosci enzymatycznej oraz

okreslenie lekowrazliwosci.
3.5.1. Hodowla Candida spp.

Bioptaty pobrane z btony sluzowej Zzotgdka (po jednym z antrum oraz
z trzonu) od kazdego pacjenta podczas gastroskopii, transportowano w 1 ml
roztworu 0.85% NaCl w dniu pobrania do Zaktadu Mikrobiologii
Farmaceutycznej UJ CM.

Badanie ilosciowe pobranych bioptatow, okreslajgce liczbe komorek
grzybow z rodzaju Candida (CFU — colony forming unit; jednostka tworzgca

kolonie) w objetosci 1 ml badanego materiatu, jak réwniez interpretacje
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wynikdw wykonywano wedtug zmodyfikowanej metody Mdallera [143, 150]:
wycinki pobrane z btony Sluzowej antrum oraz z trzonu zotgdka umieszczano
na jalowym szkietku podstawowym, homogenizowano przy uzyciu drugiego
szkietka, a nastepnie homogenat zebrany za pomocg jatowej wymazowki
zawieszano w 1 ml 0.85% NaCl. Nastepnie, 100 pl zhomogenizowanego
materiatu pobierano pipetg automatyczng i wysiewano na catg powierzchnie
podioza Sabouraud. Ptytki inkubowano w cieplarce przez 48 godzin,
w temperaturze 37°C. llos¢ wyrostych kolonii mnozono x 10, a otrzymany
wynik posiewu ilosciowego grzybéw wyrazony w CFU/mI, interpretowano

w tabeli 4.

Tabela 4. Interpretacja wyniku badania ilosciowego grzybéw z rodzaju Candida

w bioptatach btony Sluzowej Zzotagdka.

Wynik Wynik watpliwy Wynik dodatni
Badany materiat patologicznie (wskazane (patologicznie
nieznamienny badanie kontrolne) Znamienny)
Bioptaty biony <10° CFU/ml 10~ 10° CFU/ml |  210° CFU/ml
Sluzowej zotadka

Wyizolowane pojedyncze kolonie grzybéw Candida przesiewano na
skosy Sabouraud i przechowywano w lodéwce do czasu wykonania dalszych

badan.
3.5.2. Identyfikacja szczepéw Candida spp.

Do identyfikacji 32 szczepdw grzybéw Candida spp. wyizolowanych
z bioptatow btony sSluzowej zotgdka, zastosowano podtoze chromogenne

Candida ID 2 oraz test ID 32 C, zgodnie z zaleceniami producenta.

3.5.2.1. Podtoze chromogenne Candida ID 2

Kazdy badany szczep przesiewano ze skosu podtoza Sabouraud,
na podtoze Sabouraud w ptytce Petriego (posiew redukcyjny) i inkubowano
w cieplarce (37°C) przez 24 godziny. Nastepnie, wyroste pojedyncze kolonie
przesiewano na podioze chromogenne Candida ID 2. Po inkubacji

przeprowadzonej w cieplarce, w temperaturze 37°C przez 48 godzin,

62




odczytywano wynik. Niebieski kolor kolonii, uzyskany w wyniku specyficznej
hydrolizy chromogennego substratu przez heksozaminidaze, identyfikowat
gatunek C. albicans (rycina 12). Zabarwienie rdézowe Iub kremowe
wskazywato na obecnos¢ innych gatunkéw Candida (nie-albicans), ktére
identyfikowano przy uzyciu aparatu ATB Expression, za pomocg testu

ID 32 C, zawierajgcego 32 substraty asymilacyjne.

Rycina 12. Wzrost szczepdw klinicznych grzybow: C. albicans nr 368 W,

Candida nie-albicans nr 398 W, 406 W; na podtozu chromogennym Candida ID 2.

3.5.2.2. TestID 32 C

Szczep nie-albicans przesiewano ze skosu podtoza Sabouraud,
na podtoze Sabouraud w ptytce Petriego (posiew redukcyjny) i inkubowano
w cieplarce (37°C) przez 24 godziny. Nastepnie, jatowg wymazéwkag
pobierano kilka makroskopowo identycznych Kkolonii, ktére zawieszano
w 2 ml roztworu APl Suspension Medium do gestosci 2.0 w skali
McFarland’a zmierzonej w densytometrze. Kolejno, przenoszono 250 ul
pierwotnej zawiesiny pipetg automatyczng do amputki APl C Medium.
Po zmieszaniu zawiesiny w amputce APl C Medium, przy uzyciu pipety
elektronicznej ATB, napetniano pasek, rozlewajgc po 135 pl zawiesiny do
kazdej studzienki. Paski inkubowano w cieplarce, w 27°C przez 24-48

godzin.
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Wynik odczytywano przy uzyciu czytnika aparatu ATB, ktory
transmitowat dane do komputera. Do interpretacji wynikéw zastosowano

oprogramowanie identyfikacyjne ATB Expression.
3.5.3. Badanie lekowrazliwosci szczepow Candida spp.

W ocenie wrazliwosci na leki przeciwgrzybicze obejmujgce:
amfoterycyne B, flucytozyne, itrakonazol, flukonazol, worykonazol,
zastosowano test ATB FUNGUS 3, zgodnie z zaleceniami producenta.
Zbadano 32 szczepy grzybdow, nalezgcych do gatunkéw: C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis oraz C. lusitaniae.

Kazdy szczep przesiewano ze skosu z podiozem Sabouraud,
na podtoze Sabouraud w ptytce Petriego (posiew redukcyjny) i inkubowano
w cieplarce (37°C) przez 24 godziny. Nastepnie, jatowg wymazdéwkag
pobierano kilka kolonii, zawieszano w 2 ml roztworu APl NaCl 0.85% Medium
do gestosci 2.0 w skali McFarland’a mierzonej w densytometrze. Za pomoca
pipety automatycznej, z przygotowanej zawiesiny przenoszono 20 ul do
amputki ATB F2 Medium. Po doktadnym zmieszaniu, uzywajgc pipety
elektronicznej ATB, napetniano pasek, wprowadzajgc do kazdej studzienki
po 135 ul zawiesiny ATB F2 Medium. Paski inkubowano w cieplarce, w 37°C

przez 24-48 godzin. Wynik odczytywano przy uzyciu aparatu ATB oraz

wizualnie, wedtug instrukcji dotgczonej do testu (rycina 13).

Rycina 13. Oznaczenie lekowrazliwosci szczepu klinicznego C. albicans nr 413 przy
uzyciu testu ATB FUNGUS 3.
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Wartosci graniczne MIC lekéw przeciwgrzybiczych, przyjete
w kategoryzacji szczepow wrazliwy/ Sredniowrazliwy/ oporny, zalecane przez
CLSI/NCCLS (The National Committee for Clinical Laboratory Standards)

przedstawiono w tabeli 5, wedtug instrukcji dotgczonej do testu.

Tabela 5. Stezenia graniczne lekow przeciwgrzybiczych dla Candida spp.

Lek Wrazliwy | Sredniowrazliwy Oporny
MIC (mgl/l) MIC (mg/l) MIC (mgl/l)
Flucytozyna <4 8-16 232
Amfoterycyna B’ - - -
Flukonazol <8 16-32 > 64
Itrakonazol <0.125 0.25-0.5 =1
Worykonazol <1 2 24
"brak formalnego zdefiniowania przez CLSI/NCCLS,
MIC =2 mg/I sugeruje opornos¢.

3.5.4. Badanie aktywnosci enzymatycznej szczepoéw Candida spp.

Aktywnos¢ enzymatyczng 32 szczepow grzybow oceniono za
pomocg testu APl ZYM, zawierajgcego substraty dla 19 enzymoéw
hydrolitycznych, zgodnie z zaleceniami producenta.

Badany szczep grzyba z rodzaju Candida przesiewano ze skosu
z podtozem Sabouraud, na podtoze Sabouraud w ptytce Petriego (posiew
redukcyjny) i inkubowano w cieplarce (37°C) przez 24 godziny. Po okresie
inkubaciji, jatowg wymazoéwkg pobierano kilka kolonii, ktére zawieszano
w 2 ml roztworu APl Suspension Medium do gestosci 5.5 w skali
McFarland’a zmierzonej w densytometrze. Nastepnie, za pomocg pipety
automatycznej, do kazdej studzienki nanoszono po 65 ul zawiesiny.
Paski inkubowano w cieplarce, przy braku swiatta przez 4 godziny i 15 minut,
w temperaturze 37°C. Po inkubacji, do kazdej studzienki dodawano po jednej
kropli odczynnikdbw Zym A oraz Zym B. Paski wystawiano na dziatanie

Swiatta, w celu wywotania zabarwienia. Po 15 minutach, odczytywano wynik
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wizualnie, oceniajgc intensywnosc¢ zabarwienia w 5-stopniowej skali. Wartos¢
,0” odpowiadata reakcji ujemnej, ,5” reakcji o maksymalnej intensywnosci,
a wartosci 1, 2, 3 lub 4 byty posrednie i zalezaty od poziomu intensywnosci

(wartosci 3, 4 lub 5 uwazane byty za reakcje o wyniku dodatnim) (rycina 14).

Rycina 14. Oznaczenie profilu enzymatycznego dla szczepu klinicznego C. albicans
nr 474 za pomoca testu API ZYM.

Identyfikacje grzybéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida oraz
ocene ich lekowrazliwosci przeprowadzono w Pracowni Mikrobiologii
Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego im. L. Rydygiera w Krakowie.

3.6. Analiza statystyczna

W analizie statystycznej wynikow zastosowano:
1) test niezaleznosci Chi? Pearsona, pozwalajgcy na ocene wystepowania
zaleznosci pomiedzy badanymi zmiennymi,
2) iloraz szans (odds ratio), w celu oszacowania ryzyka zachorowania na
dang chorobe, na podstawie ilorazu wskaznikow w grupie eksponowanej
oraz nieeksponowanej na dziatanie czynnika ryzyka.
Powyzsze testy wykorzystano do analizy:
e wynikéw badania genetycznego H. pylori (test Chi?),
e zaleznosci pomiedzy czestoscig wystepowania genu cagA oraz
alleli s/m genu vacA, a rozpoznaniem klinicznym (test Chi?),
e ryzyka zachorowania na chorobe wrzodowg zofgdka Iub
dwunastnicy, w zaleznosci od genotypu cagA oraz vacA H. pylori
(iloraz szans),
e zaleznosci pomiedzy czestoscig wystepowania metaplazji jelitowej

w zotgdku, a statusem zakazenia H. pylori (test Chi?),
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e zalezno$ci pomiedzy czestoscig wystepowania metaplazji jelitowej
w zotgdku, a zakazeniem H. pylori o okreslonym genotypie cagA
oraz vacA (test Chi?),

e zalezno$ci pomiedzy czestoscig wystepowania opornosci H. pylori
na metronidazol, a picig (test Chi?),

e zaleznosci pomiedzy zakazeniem H. pylori i/lub Candida spp.,
a rozpoznaniem klinicznym (test Chi?).

Za statystycznie znamienne przyjmowano te wyniki testéw, dla ktérych

poziom istotnosci byt mniejszy lub rowny 0.05 (p < 0.05).
W analizie statystycznej postugiwano sie oprogramowaniem

statystycznym StatsDirect, wersja 2.7.2.
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4. WYNIKI

W grupie 267 pacjentéw, ktérzy zglosili sie do lekarza
gastroenterologa rozpoznano: 221 (83%) przypadkow  dyspepsji
niewrzodowej, 16 (6%) choroby wrzodowej Zzotgdka oraz 30 (11%)
przypadkow choroby wrzodowej dwunastnicy.

Dodatni wynik szybkiego testu ureazowego odnotowano u 176 (66%)
oséb. W badaniu histopatologicznym bioptatéw, obecnos¢ H. pylori
potwierdzono u 165 (62%) chorych.

Bakterie H. pylori w badaniu mikrobiologicznym potwierdzono u 109
(41%) pacjentow, u ktérych w 80 (36%) przypadkach zdiagnozowano
dyspepsje niewrzodowg, w 7 (44%) wrzdd zotgdka oraz w 22 (73%) wrzdd
dwunastnicy. W badaniu histopatologicznym wycinkow btony Sluzowej
zotagdka tej grupy pacjentéw, obecnos¢ H. pylori potwierdzono u 104 (95%)
0s6b, a w tescie ureazowym u 108 (99%) osob.

4.1. Badanie genetyczne szczepow H. pylori

Analize genetyczng, pod katem wykazania obecnosci genow: ureB,
cagA oraz alleli genu vacA (s1, s2, m1, m2), przeprowadzono u 109
szczepow H. pylori. W tabelach 6-12 przedstawiono potwierdzone genotypy

wszystkich badanych szczepdw H. pylori.
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Tabela 6. Szczepy kliniczne H. pylori o genotypach ureB+, cagA+, vacA s1/m1.

Nr Genotyp
L.p.|szczepu| ureB |cagA| s m
1 2 + + 1 1
2 28 + + 1 1
3 29 + + 1 1
4 31 + + 1 1
5 51 + + 1 1
6 54 + + 1 1
7 66 + + 1 1
8 72 + + 1 1
9 88 + + 1 1
10 107 + + 1 1
11 112 + + 1 1
12 136 + + 1 1
13 145 + + 1 1
14 187 + + 1 1
15 228 + + 1 1
16 236 + + 1 1
17 313 + + 1 1
18 330 + + 1 1
19 340 + + 1 1
20 345 + + 1 1
21 353 + + 1 1
22 354 + + 1 1
23 373 + + 1 1
24 399 + + 1 1
25 400 + + 1 1
26 413 + + 1 1
27 447 + + 1 1
28 455 + + 1 1
29 460 + + 1 1
30 470 + + 1 1
31 477 + + 1 1
32 539 + + 1 1
Lacznie 32 genotypy H. pylori
ureB+, cagA+, vacA s1/m1

Tabela 7. Szczepy kliniczne H. pylori o genotypach ureB+, cagA-, vacA s1/m1.

Nr Genotyp
L.p.|szczepu| ureB |cagA| s m
1 99 + - 1 1
2 178 + - 1 1
3 466 + - 1 1
tacznie 3 genotypy H. pylori
ureB+, cagA-, vacA s1/m1




Tabela 8. Szczepy kliniczne H. pylori o genotypach ureB+, cagA+, vacA s1/m2.

Nr Genotyp
L.p. |szczepu| ureB |cagA | s m
1 9 + + 1 2
2 27 + + 1 2
3 39 + + 1 2
4 56 + + 1 2
5 63 + + 1 2
6 124 + + 1 2
7 137 + + 1 2
8 207 + + 1 2
9 250 + + 1 2
10 302 + + 1 2
11 309 + + 1 2
12 337 + + 1 2
13 342 + + 1 2
14 346 + + 1 2
15 360 + + 1 2
16 367 + + 1 2
17 374 + + 1 2
18 395 + + 1 2
19 416 + + 1 2
20 418 + + 1 2
21 446 + + 1 2
22 463 + + 1 2
23 515 + + 1 2
24 517 + + 1 2
25 531 + + 1 2
tacznie 25 genotypéw H. pylori
ureB+, cagA+, vacA s1/m2

Tabela 9. Szczepy kliniczne H. pylori o genotypach ureB+, cagA-, vacA s1/m2.

Nr Genotyp
L.p.|szczepu| ureB |cagA| s m
1 188 + - 1 2
2 226 + - 1 2
3 251 + - 1 2
4 380 + - 1 2
5 382 + - 1 2
6 444 + - 1 2
7 489 + - 1 2

tacznie 7 genotypoéw H. pylori
ureB+, cagA-, vacA s1/m2




Tabela 10. Szczepy kliniczne H. pylori o genotypach ureB+, cagA+, vacA s2/m2.

Nr Genotyp
L.p.|szczepu| ureB |cagA| s m
1 79 + + 2 2
2 173 + + 2 2
3 289 + + 2 2
tacznie 3 genotypy H. pylori
ureB+, cagA+, vacA s2/m2

Tabela 11. Szczepy kliniczne H. pylori o genotypach ureB+, cagA-, vacA s2/m2.

Nr Genotyp
L.p.|szczepu| ureB |cagA| s m
1 18 + - 2 2
2 34 + - 2 2
3 49 + - 2 2
4 62 + - 2 2
5 69 + - 2 2
6 80 + - 2 2
7 131 + - 2 2
8 153 + - 2 2
9 160 + - 2 2
10 180 + - 2 2
11 195 + - 2 2
12 225 + - 2 2
13 227 + - 2 2
14 258 + - 2 2
15 263 + - 2 2
16 279 + - 2 2
17 284 + - 2 2
18 297 + - 2 2
19 303 + - 2 2
20 321 + - 2 2
21 336 + - 2 2
22 341 + - 2 2
23 361 + - 2 2
24 372 + - 2 2
25 383 + - 2 2
26 390 + - 2 2
27 392 + - 2 2
28 430 + - 2 2
29 435 + - 2 2
30 464 + - 2 2
31 481 + - 2 2
32 488 + - 2 2
33 508 + - 2 2
34 533 + - 2 2
tacznie 34 genotypy H. pylori
ureB+, cagA-, vacA s2/m2
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Tabela 12. Szczepy kliniczne H. pylori ureB+, cagA+, o mieszanych lub niepetnych

genotypach vacA.

Nr Genotyp
L.p.|szczepu| ureB | cagA S m
1 13 + + 1 1,2
2 22 + + 1 1,2
3 45 + + 1 ?
4 276 + + ? 1
5 434 + + 1 ?
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Na rycinie 15 przedstawiono genotypy 20 wybranych szczepow

klinicznych H. pylori oraz szczepu wzorcowego.

3456 7 8 910111213 14115 16171819202122 M

o

—

s2
[EST———p———a————— e
286bp
T ek k=
m2
o) it . e ) ! et ] ] St ) ) 4
352bp

Rycina 15. Elektroforeza w 2% zelu agarozowym produktéw reakcji PCR dla

genow: ureB, cagA oraz alleli s1, s2, m1, m2 genu vacA u wybranych 20 szczepéw

klinicznych H. pylori oraz szczepu wzorcowego.

M — marker wielkosci DNA 100 bp;
Numery szczepdw klinicznych H. pylori (Sciezka 3-22): 107, 112, 145, 187, 99, 178,
27, 56, 63, 124, 137, 188, 79, 173, 289, 131, 153, 160, 180, 195.

kontrola pozytywna (szczep wzorcowy H. pylori 326) — Sciezka 1;

kontrola negatywna — Sciezka 2;

ureB — Sciezka 3-22;
s1 - Sciezka 3-14;
s2 — Sciezka 15-22;

m1 — Sciezka 3-8;
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m2 — Sciezka 9-22;
cagA — sciezka 3-6, 9-13, 15-17.

Wykazano, ze wszystkie badane szczepy posiadaty gen ureB,
co potwierdzito ich przynaleznos¢ do gatunku H. pylori.

Pie¢ (5%) szczepdw H. pylori prezentowato niepetny, bgdz mieszany
genotyp vacA, dlatego dalszej analizie poddano 104 szczepy (tabela 12).

Obecnos¢ genu cagA stwierdzono u 60 (58%), sposréd 104 badanych
szczepow, natomiast gen vacA potwierdzono u wszystkich izolatow.
Najczesciej wystepujacymi allelami genu vacA byty: s1 (67 szczepdw — 65%)
oraz m2 (69 szczepdw — 66%). Allel s2 oraz m1 posiadato odpowiednio
37 (35%) i 35 szczepodw (34%) (tabela 13).

W badanych izolatach odnotowano obecnos¢ trzech, sposréd
czterech, mozliwych kombinacji alleli genu vacA, a mianowicie: s17/m1, s1/m2
oraz s2/m2. Nie stwierdzono szczepdw o genotypie s2/m1 (tabela 13).

Genotypy cagA+, vacA s1/m1 oraz cagA+, vacA s1/m2,
odpowiadajgce za zwiekszong wirulencje, posiadato 57 (55%) szczepow
H. pylori (tabela 13).

Tabela 13. Rozklad genotypow vacA oraz genu cagA w badanych szczepach

H. pylori.
Genotyp Status cagA bacznie
vacA cagA+ cagA-
s1/m1 32 (31%) 3 (3%) 35 (34%)
s1/m2 25 (24%) 7 (7%) 32 (31%)
s§2/m2 3 (3%) 34 (32%) 37 (35%)
tacznie 60 (58%) 44 (42%) 104 (100%)
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Gen cagA wystepowat znamiennie czesciej z allelem s7, natomiast

jego brak byt silnie skorelowany z allelem s2 oraz m2 (p<0.001) (tabela 14).

Tabela 14. Zalezno$s¢ pomiedzy allelami s oraz m genu vacA, a statusem genu

cagA w badanych szczepach H. pylori.

Typy alleli cagA+ cagA- .
genuvacA | n=60 (%) | n=44(%) P
s1 57 (95) 10 (23)
n=67 <0.001
A 3(5) 34 (77)
n=37
m1 32 (53) 3(7)
n=35 <0.001
m2 28 (47) 41 (93)
n=69
"Test Chi 2
Wykazano zaleznosé pomiedzy

statusem

cagA,

a genotypem s/m vacA (p< 0.001), gdzie gen cagA wystepowat czesciej

z ukfadem alleli s1/m1 oraz s1/m2, natomiast brak tego genu dominowat

w szczepach o genotypie s2/m2 (tabela 15).

Tabela 15. Zalezno$¢ pomiedzy genotypem s/m vacA, a statusem genu cagA

w badanych szczepach H. pyilori.

Genotyp cagA+ cagA- .
vacA n=60 (%) n=44 (%) P
s1/m1 32 (53 3(7
n=35 (53) "
s1/m2 25 (42) 7 (16) <0.001
n=32
s2/m2 3(5) 34 (77)
n=37

"Test Chi 2.
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4.2. Analiza zwigzku réznych genotypoéw H. pylori z chorobg

wrzodowg zofadka i dwunastnicy

W grupie 104 pacjentow, od ktérych wyizolowano szczepy H. pylori,
scharakteryzowane pod katem posiadania gendéw determinujgcych
patogennos¢, rozpoznano: 78 przypadkéw dyspepsji niewrzodowej,
5 wrzodow zotgdka oraz 21 wrzodow dwunastnicy.

Pomimo, ze pacjenci z wrzodem Zzotgdka, w odrdznieniu od chorych
z wrzodem dwunastnicy, zaliczani sg do grupy ryzyka rozwoju zmian
nowotworowych, to w przeprowadzonych badaniach, ze wzgledu na
niewielkg liczbe wrzodow zotgdka oraz brak przypadkow raka tego narzgdu
wrzody zotgdka wraz z wrzodami dwunastnicy zakwalifikowano do jednej
grupy wrzodéw trawiennych (PUD — peptic ulcer disease).

Na podstawie analizy statystycznej, nie wykazano znamiennych réznic
w czestosci wystepowania genu cagA i alleli s/m genu vacA w grupach
chorych z wrzodem trawiennym oraz z dyspepsjg niewrzodowg (tabela 16).

Na uwage zastuguje fakt, ze wsrdéd 26 pacjentdw z wrzodem
trawiennym, zakazenie szczepami H. pylori cagA-, vacA s2 potwierdzono
u 6 (23%) chorych.
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Tabela 16. Rozkiad genu cagA oraz alleli s/m genu vacA w zaleznoéci od

rozpoznania klinicznego.

o | PIBQO | MR |
nié7 19 (73) 48 (62) 0288
ni§7 7(27) 30 (38) NS
an;g, 9 (3%5) 26 (33) 0,505
n,:629 17 (65) 52 (67) NS
8},15?51 9 (35) 26 (33)
s,]ig”f 10 (38) 22 (28) Oﬁgﬁ
i 7@n | 3039

C,?fé‘J 18 (69) 42 (54) 0170
o 8 (31) 36 (46) NS

PUD - peptic ulcer disease, NUD - non ulcer dyspepsia, "Test Chi %, NS - not significant.

Natomiast, badajgc ryzyko zachorowania na chorobe wrzodowg
zofgdka lub dwunastnicy u oséb zakazonych H. pylori o okreslonym
genotypie cagA oraz vacA, na podstawie ilorazu szans (odds ratio)
wykazano, ze:

1. zakazenie szczepami H. pylori posiadajgcymi allel s7, zwigkszato
o 1.7 razy (OR=1.70) ryzyko wystgpienia wrzodéw trawiennych,
w poréwnaniu do szczepow H. pylori vacA s2 (tabela 17 a)

2. allel m1 nie wptywat na czesto$¢ wystepowania PUD, w stosunku do
allelu m2 (OR=1.06) (tabela 17 b)

3. u 0s06b zakazonych szczepami H. pylori cagA+, ryzyko rozwoju PUD
wzrastato prawie dwukrotnie (OR=1.93), w poréwnaniu do o0séb

zakazonych szczepami H. pylori cagA- (tabela 17 c).
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Tabela 17. Ryzyko zachorowania na chorobe wrzodowg zotgdka lub dwunastnicy

w grupie eksponowanej na czynniki ryzyka: allel s1 (a), m1 (b), gen cagA (c);

w stosunku do grupy nieeksponowane;.

a)
Czynnik czBrrlili(ka
ryzyka rS//zyk A lloraz szans (95% CI¥)
s s2
n=67 n=37
Grupa chorych
PUD 19 7
n=26
Grupa kontrolna 1.70 (0.59, 5.34)
NUD 48 30
n=78

PUD - peptic ulcer disease, NUD - non ulcer dyspepsia, *95% CI - 95% przedziat ufnosci.

b)
Czynnik czsrr]ili(ka
ryzyka ryzyka lloraz szans (95% CI*)
m1 m2
n=35 n=69
Grupa chorych
PUD 9 17
n=26 1.06 (0.36, 2.93)
Grupa kontrolna
NUD 26 52
n=78

PUD - peptic ulcer disease, NUD - non ulcer dyspepsia, *95% CI - 95% przedziat ufnosci.

c)
Czynnik czsrrlili(ka o/ A%
ryzyka ryzyka lloraz szans (95% CI*)
cagA+ cagA-
n=60 n=44
Grupa chorych
PUD 18 8
n=26 1.93 (0.69, 5.73)
Grupa kontrolna
NUD 42 36
n=78

PUD - peptic ulcer disease, NUD - non ulcer dyspepsia, *95% CI - 95% przedziat ufnosci.




4.3. Zaleznos¢ pomiedzy metaplazjg jelitowa, potwierdzong

badaniem histopatologicznym, a genotypem H. pylori

Metaplazje jelitowg w  Zotgdku, na podstawie badania
histopatologicznego, rozpoznano u 39 (15%), spos$rod 267 badanych
pacjentow (u 31 byta dokonana, u 8 niedokonana). Obecnos¢ H. pylori
potwierdzono w badaniu histopatologicznym i/lub mikrobiologicznym
u 170 (64%) chorych. Wspotwystepowanie w zotgdku metaplazji jelitowe;j
oraz H. pylori wykazano u 29 (11%) oséb (u 21 byla dokonana,
u 8 niedokonana). Nie stwierdzono znamiennych réznic w czestosci
wystepowania metaplazji jelitowej, w grupie z zakazeniem H. pylori,

w porownaniu do grupy bez zakazenia (p=0.134) (tabela 18).

Tabela 18. Czestos¢ wystepowania metaplazji jelitowej w Zzotgdku pacjentow

z zakazeniem H. pylori oraz bez zakazenia.

Grupa z Grupa bez
zakazeniem zakazenia *
H. pylori H. pylori P
n=170 (%) n=97 (%)
Brak
metaplazji 141 (83) 87 (90)
jelitowe;j
n=228 0.134
Metaplazj NS
etaplazja
jelitowa 29 (17) 10 (10)
n=39

"Test Chi %, NS - not significant.

Sposréd 104 pacjentow, od ktorych wyizolowano szczepy H. pylori
oraz zbadano pod katem wystepowania genotypow cagA oraz vacA,
u 14 (13%) stwierdzono metaplazje jelitowg w zotgdku (u 11 byta dokonana,
u 3 niedokonana). Izolowane szczepy reprezentowaty nastepujgce genotypy:
cagA+, vacA s1/m1; cagA+, vacA s1/m2 oraz cagA-, vacA s1/m1 (tabela 19).
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Tabela 19. Genotypy H. pylori u pacjentow z metaplazjg jelitowg w zotgdku.

] Metaplazja jelitowa
Genotyp H. pylori
Dokonana Niedokonana
cagA +, vacA s1/m1 8 2
cagA +, vacA s1/m2 3 0
cagA -, vacA s1/m1 0 1
tacznie 11 3

Poréwnujgc czestos¢ wystepowania metaplazji jelitowej w Zotgdku,
w grupie z zakazeniem H. pylori cagA+ oraz cagA-, wykazano, ze byta ona

Znamiennie wyzsza w grupie cagA+, anizeli cagA- (p= 0.004, tabela 20).

Tabela 20. Zaleznos¢ pomiedzy czestoscig wystepowania w zotgdku metaplazji

jelitowej, a obecnoscig genu cagA.

cagA+ cagA- *
n=60 (%) n=44 (%) i
Brak metaplazji 47 (78) 43 (98)
jelitowej
Me?ajjgzja 0004
jelitowa 13(22) '@
n=14

"Test Chi 2.

W grupie chorych, zakazonych szczepami H. pylori vacA s1 oraz
m1, wykazano rowniez znamiennie wyzszy odsetek wystepowania metaplazji

jelitowej w zotgdku (odpowiednio p=0.003 oraz p<0.001, tabele: 21, 22).
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Tabela 21. Zaleznos¢ pomiedzy czestoscig wystepowania w zotadku metaplazji

jelitowej, a obecnoscig H. pylori z allelem s7 lub s2 genu vacA.

st s2 ’
n=67 (%) n=37 (%) P
Brak metaplaz;ji 53 (79) 37 (100)
jelitowej
Me?azp?lgzja o
jelitowa 14(21) 0
n=14
"Test Chi 2.

Tabela 22. Zaleznos¢ pomiedzy czestoscig wystepowania w zotadku metaplazji

jelitowej, a obecnoscig H. pylori z allelem m1 lub m2 genu vacA.

m1 m2 *
n=35 (%) n=69 (%) P
Brak metaplazji 24 (69) 66 (96)
jelitowej
Me?:éalgzja .
jelitowa e 2@
n=14
"Test Chi 2.

4.4. Ocena lekowrazliwosci H. pylori

Oznaczenie lekowrazliwosci na amoksycyline, metronidazol oraz
klarytromycyne wykonano u 97 szczepow H. pylori. Natomiast ocenie
wrazliwosci na lewofloksacyne poddano 79 szczepow.

Wyniki lekowrazliwosci badanych szczepow H. pylori na amoksycyline,
metronidazol, klarytromycyne oraz lewofloksacyne przedstawiono w tabeli
23.
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Tabela 23. Lekowrazliwo$¢ badanych szczepow H. pylori.

Szc.zgpy Szczepy_ $rednio- Szczepy tacznie
Lek wrazliwe wrazliwe oporne liczba (%)
liczba (%) liczba (%) liczba (%) °

AMX 97 (100) - 0 (0) 97 (100)
MTZ 58 (60) - 39 (40) 97 (100)
CL 73 (75) 2 (2) 22 (23) 97 (100)
LE 75 (95) - 4 (5) 79 (100)

AMX — amoksycylina, MTZ — metronidazol, Cl — klarytromycyna, LE — lewofloksacyna.

Rozktad wartosci MIC amoksycyliny, metronidazolu, klarytromycyny
oraz lewofloksacyny dla badanych szczepow H. pylori, przedstawiono na
rycinach: 16, 17, 18, 19.

Wszystkie badane szczepy byly wrazliwe na amoksycyline. Dla
91 (94%) szczepow, MIC amoksycyliny wynosit < 0.016 mg/l, natomiast dla
pozostatych 6 izolatow, wartoéci MIC byly wyzsze, w zakresie od 0.023 do
0.125 mg/l (rycina 16).
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Rycina 16. Aktywnos¢ amoksycyliny wobec szczepow H. pylori wyrazona w MIC

(MIC > 1 mg/I dla szczepdw opornych).
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Odsetek szczepdw H. pylori opornych na metronidazol stanowit
40% i byt znacznie wyzszy wsrod izolatdw pochodzgcych od kobiet, niz od
mezczyzn (odpowiednio 59% i 20%, p<0.001, tabela 24).

Tabela 24. Zalezno$¢ pomiedzy czestoscig wystepowania opornosci H. pylori na

metronidazol, a ptcia.

Grupa Grupa X
kobiet mezczyzn p
n=51 (%) n=46 (%)
Brak opornosci
H. pylorinaMTz | 2141 37.(80)
Opnozrfliéé <0.001
H. pylorinaMTz | 30 (59) 9(20)
n=39

MTZ — metronidazol, ’ Test Chi 2.

Bardzo wysoki stopien opornosci na metronidazol (MIC = 256 mg/l)

stwierdzono u 21 (22%) szczepow (rycina 17).
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Rycina 17. Aktywnos¢ metronidazolu wobec szczepdw H. pylori wyrazona w MIC

(MIC > 4 mg/I dla szczepdw opornych).
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Odsetek szczepow H. pylori opornych na klarytromycyne wyniost 23%.
Wszystkie szczepy wrazliwe (z wyjatkiem jednego) charakteryzowata wartosc
MIC < 0.016 mg/I (rycina 18).
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Rycina 18. Aktywnos¢ klarytromycyny wobec szczepdw H. pylori wyrazona w MIC

(MIC = 1 mg/l dla szczepdw opornych).

Opornos¢, zarowno na metronidazol jak i klarytromycyne, wykazano
u 12% szczepdw.

Brak wrazliwosci na lewofloksacyne wykryto u 5% izolatow
H. pylori. Wartosci MIC lewofloksacyny dla 4 szczepdw opornych, wyniosty
odpowiednio: 3; 4; 6 oraz > 32mg/l. W przypadku szczepdw wrazliwych,
wartosci MIC znajdowaty sie najczesciej w zakresie: 0.064 oraz 0.094 mg/I

(rycina 19).
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Rycina 19. Aktywnos¢ lewofloksacyny wobec szczepdw H. pylori wyrazona w MIC

(MIC > 1 mg/l dla szczepdw opornych).

Dwa szczepy (2.5%) charakteryzowaty sie potréjng opornoscig — na

metronidazol, klarytromycyne oraz lewofloksacyne.

4.5. Analiza czestosci wystepowania przeciwcial klasy IgG

anty-H. pylori

Przebadano surowice pobrane od 61 losowo wybranych pacjentow,
z zakazeniem H. pylori, potwierdzonym w badaniu histopatologicznym
bioptatébw oraz w szybkim tescie ureazowym. Natomiast izolacje H. pylori
w badaniu mikrobiologicznym uzyskano od 37 osob.

W badanej grupie, znamienny poziom przeciwciat klasy IgG
anty-H. pylori wykazano u 51 (84%) osob, w tym u wszystkich z izolacjg
H. pylori. U 10 (16%) pacjentéw, pomimo potwierdzenia zakazenia H. pylori
w badaniu histopatologicznym oraz w szybkim tescie ureazowym, wynik testu
ELISA byt ujemny (miano < 20 U/ml) (rycina 20).
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10 (16%)

mIgG+
OlgG-

51 (84%)

Rycina 20. Wystepowanie przeciwciat klasy 1gG anty-H. pylori w surowicy badanych

pacjentow.

U badanych pacjentow, w 43 przypadkach rozpoznano dyspepsje
niewrzodowg, w 4 wrzdd zotgdka oraz w 14 wrzdéd dwunastnicy (tgcznie
18 wrzoddéw trawiennych).

W grupie 43 pacjentow z dyspepsjg niewrzodowa, znamienny poziom
przeciwciat klasy IgG anty-H. pylori wykazano u 35 (81%) osob, natomiast
u 8 (19%) chorych wynik byt ujemny.

Sposréd 18 pacjentéw z chorobg wrzodowg zotgdka lub dwunastnicy,
dodatni wynik testu ELISA stwierdzono u 16 (89%) oséb.

Na uwage zastuguje fakt, ze w grupie 51 pacjentdéw ze znamiennym
poziomem przeciwciat klasy 1gG anty-H. pylori, u 33 (65%) chorych miano

przeciwciat wynosito > 100 U/ml (rycina 21).
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Rycina 21. Rozkiad wartosci dodatniego miana przeciwciat klasy IgG anty-H. pylori

w surowicy badanych pacjentéw.
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4.6. Badanie mikologiczne grzybow z rodzaju Candida

Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida wyizolowano od 51 (19%)
sposrod 267 badanych osdéb. Rozpoznanie kliniczne obejmowato
40 (18%) przypadkow dyspepsji niewrzodowej, 8 (50%) wrzodow zotgdka
oraz 3 (10%) wrzody dwunastnicy.

Wyhodowano 53 szczepy. U dwoch pacjentow zidentyfikowano
w badanych materiatach 2 rézne gatunki grzybdw.

Wspotwystepowanie w zotgdku grzybow Candida spp. z H. pylori
(grupa H. pylori+, Candida+) potwierdzono u 35 (13%) pacjentéw. Obecnos¢
tylko grzybéw Candida spp. (grupa H. pylori-, Candida+) odnotowano
u 16 (6%) oséb (tabela 25).

Tabela 25. Wspdtwystepowanie w zotgdku badanych oséb grzybdw z rodzaju

Candida oraz H. pylori.

Grupa v .
acznie
H. pylori+, H. pylori-,
Candida+ Candida+
Pacjenci 35 16 51
Izolowane ’ 36 17 53
szczepy grzybow

4.6.1. Ocena ilosciowa wystepowania grzybow Candida spp.

w bioptatach pobranych z zotadka

Analizujgc wyniki posiewu iloSciowego, wykonanego z bioptatéw
pobranych z Zzoftgdka, celem okreslenia ilosci wystepujgcych grzybow
Candida spp. wykazano, ze wszyscy pacjenci posiadali patologicznie
nieznamienng liczbe komorek grzyboéw, wyrazong w ilosci < 10° CFU/mI
(tabela 26).
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Tabela 26. Wyniki posiewu ilosciowego bioptatéw z Zzotgdka u badanych chorych,

w celu okreslenia ilosci wystepujgcych grzybdw Candida spp.

L.p. | Nrpacjenta | CFU/ml | L.p. | Nrpacjenta CFU/mI
1 51 30 27 361 10
2 64 10 28 367 10
3 74 30 29 368 170
4 84 160 30 381 10
5 87 10 31 390 10
6 92 10 32 391 20
7 99 10 33 392 10
8 110 10 34 398 50
9 112 40 35 406 800
10 131 60 36 409 30
11 140 10 37 413 30
12 148 10 38 416 20
13 179 20 39 418 10
14 220 400 40 430 600
15 228 200 41 438 10
16 257 20 42 445 10
17 260 700 43 452 10
18 263 20 44 463 10
19 270 20 45 474 20
20 280 10 46 480 20
21 287 30 47 499 20
22 289 30 48 503 10
23 304 10 49 508 140
24 313 10 50 515 110
25 330 700 51 534 20
26 354 10

Identyfikacje do gatunku, okreslenie profilu enzymatycznego oraz

ocene wrazliwosci na leki przeciwgrzybicze, wykonano u 32 szczepow

grzybow (pozostatych 21 nie udato sie przepasazowa¢ w celu wykonania
dalszych badan) (tabela 27).

88



Tabela 27. Charakterystyka szczepow Candida spp. poddanych badaniom

mikologicznym z uwzglednieniem ich wspétwystepowania z H. pylori.

Grupa r .
acznie
H. pylori+, H. pylori-,
Candida+ Candida+
Pacjenci 24 6 30
Izolowane ’ o5 7 32
szczepy grzybéw

4.6.2. Identyfikacja oraz ocena lekowrazliwos$ci grzybéw z rodzaju
Candida

tacznie zidentyfikowano 25 (78%) szczepdw z gatunku C. albicans,
po 3 (9.5%) szczepy C. glabrata i C. tropicalis oraz 1 (3%) C. lusitaniae.

W grupie pacjentow H. pylori+, Candida+, wyhodowano 21 szczepdéw
z gatunku C. albicans, 2 — C. tropicalis, 1 — C. lusitaniae oraz 1 — C. glabrata.

Natomiast w grupie chorych H. pylori-, Candida+, wyizolowano
4 szczepy z gatunku C. albicans, 1 — C. tropicalis oraz 2 — C. glabrata.

Wszystkie szczepy C. albicans oraz C. tropicalis byly wrazliwe na
uwzglednione w mikogramie leki przeciwgrzybicze. Dla szczepow
C. glabrata, wrazliwych na flukonazol oraz itrakonazol, podaje sie
interpretacje jako S$redniowrazliwy, biorgc pod uwage naturalng obnizong
wrazliwos¢ tego gatunku na te leki. Szczep C. lusitaniae byt Sredniowrazliwy

tylko na flucytozyne, natomiast wrazliwy na pozostate leki (tabele: 28, 29).
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Tabela 28. Analiza lekowrazliwo$dci grzybéw Candida spp.

pacjentow z zakazeniem H. pylori.

izolowanych od

Nr 5FC AMB FCA ITR VRC
L.p. pacjenta Gatunek MIC MIC MIC MIC MIC
(mg/l) (mg/l) (mg/) (mg/l) (mg/l)
1 131 C. albicans S,<4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
2 140 C. albicans S,<4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
3 263 C. albicans S, <4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
4 289 C. albicans S, <4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
5 313 C. albicans S, <4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
6 330 C. albicans S, <4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
7 354 C. albicans S,<4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
8 361 C. albicans S, <4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
9 367 C. albicans S, <4.0 S, <0.5 S,<1.0 | §,<0.125 | S, <0.063
10 390 C. albicans S, <4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
11 413 C. albicans S,<4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
12 416 C. albicans S,<4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
13 418 C. albicans S, <4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
14 430 C. albicans S, <4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
15 445 C. albicans S,<4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
16 463 C. albicans S,<4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
17 474 C. albicans S,<4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
18 480 C. albicans S, <4.0 S,1.0 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
19 499 C. albicans S, <4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
20 508 C. albicans S, <4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
21 515 C. albicans S,<4.0 S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
22 392 C. lusitaniae I S, <0.5 S,<1.0 | S,<0.125 | S, <0.063
23 381 C. tropicalis S, <4.0 S, <0.5 S,<1.0 | §,<0.125 | S,0.125
24 398 C. tropicalis S, <4.0 S, <0.5 S, 2.0 S,<0.125 | S,0.125
25 398 C. glabrata S, <4.0 S, <0.5 1, 2.0 1,0.5 S, 0.25

5FC — 5-fluorocytozyna, AMB — amfoterycyna B, FCA — flukonazol, ITR — itrakonazol,

VRC - worykonazol; S — wrazliwy, | — sredniowrazliwy, R — oporny.
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Tabela 29. Analiza lekowrazliwosdci grzybéw Candida spp.

pacjentdow bez zakazenia H. pylori.

izolowanych od

Nr 5FC AMB FCA ITR VRC
L.p. . Gatunek MIC MIC MIC MIC MIC
pacjenta (mg/l) (mgl) (mgl) (mgl) (mg/l)
1 257 C. albicans S,<4.0 S,1.0 S, <1.0 S, <0.125 | S, <0.063
2 270 C. albicans S,<4.0 S, <05 S, <1.0 S, <0.125 | S, <0.063
3 280 C. albicans S,<4.0 S, 1.0 S,<1.0 S, <0.125 | S, <0.063
4 368 C. albicans S,<4.0 S, <0.5 S,<1.0 S, <0.125 | S, <0.063
5 260 C. glabrata S,<4.0 S, <0.5 1,4.0 I, 0.5 S, 0.25
6 406 C. glabrata S,<4.0 S, <05 l,<1.0 I, <0.125 | S, <0.063
7 406 C. tropicalis S,<4.0 S, <0.5 S,<1.0 S, <0.125 | S, <0.063

5FC — 5-fluorocytozyna, AMB — amfoterycyna B, FCA — flukonazol, ITR - itrakonazol,

VRC — worykonazol; S — wrazliwy, | — sredniowrazliwy, R — oporny.
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4.6.3. Ocena aktywnosci enzymatycznej szczepéw Candida spp.

Zestawienie badanych enzymow hydrolitycznych i ich substratow

przedstawiono w tabeli 30.

Tabela 30. Badane testem API ZYM enzymy hydrolityczne oraz ich substraty.

L.p. |BADANY ENZYM SUBSTRAT

1 Fosfataza alkaliczna 2-naftylo-fosforan

2 Esteraza (C 4) 2-naftylo-maslan

3 Esteraza Lipaza (C 8) 2-natylo-kaprylan

4 Lipaza (C 14) 2-naftylo-mirystynian

5 Arylamidaza leucyny L-leucylo-2-naftylamid

6 Arylamidaza waliny L-walilo-2-naftylamid

7 Arylamidaza cystyny L-cystylo-2-naftylamid

8 Trypsyna N-benzoilo-DL-arginino-2-naftylamid

9 a-chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftylamid
10 Kwasna fosfataza 2-naftylo-fosforan

11 Fosfohydrolaza naftylo-AS-Bl | Naftylo-AS-Bl-fosforan

12 a-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-aD-galaktopiranosyd
13 B-galaktozydaza 2-naftylo-gD-galaktopiranosyd

14 B-glukuronidaza Naftylo-AS-BI-BD-glukuronid

15 a-glukozydaza 2-naftylo-aD-glukopiranozyd

16 B-glukozydaza 6-Br-2-naftylo-gD-glukopiranozyd

17 N-acetylo-B-glukozaminidaza | 1-naftylo-N-acetyl-BD-glukozaminid
18 a-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-aD-mannopiranozyd
19 a-fukozydaza 2-naftylo-alL-fukopiranozyd
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W grupie pacjentdw H. pylori+, Candida+, szczepy C. albicans
wykazaty aktywnosS¢ wiekszej liczby enzymow (n=16), w porownaniu, do
izolatow wyhodowanych od oséb H. pylori-, Candida+ (n=12). Rdznica
dotyczyta 4 hydrolaz: trypsyny, a-chymotrypsyny, a-galaktozydazy oraz
B-galaktozydazy, ktore wykazaty aktywnos¢ tylko u osob, u ktérych
wspotwystepowaty badane drobnoustroje, jednak na bardzo niskim poziomie,
< 0.5, w skali 0-5. W obydwu grupach, enzymami o najwiekszej aktywnosci

byty: arylamidaza leucyny oraz esteraza (C4) (ryciny: 22, 23).

Legenda:
|:| Enzymy o najwyzszej aktywnosci w danej grupie szczepdw grzybow
Candida
. Enzymy aktywne tylko w grupie szczepow grzybdéw izolowanych

od pacjentéw z zakazniem H. pylori

. Pozostate enzymy
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Rycina 22. Aktywnos¢ enzymatyczna (w skali punktowej) szczepow C. albicans

(n=21) izolowanych od oséb z zakazeniem H. pylori.
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Rycina 23. Aktywnos¢ enzymatyczna (w skali punktowej) szczepow C. albicans

(n=4) izolowanych od os6b bez zakazenia H. pylori.

W  przypadku szczepéw C. glabrata podobng aktywnosc¢
enzymatyczng obserwowano w obydwu grupach, zarowno pod wzgledem
ilosci aktywnych enzyméw (n=7) jak rowniez stopnia aktywnosci.
Odnotowano najwiekszg aktywnos¢ arylamidazy leucyny oraz kwasnej

fosfatazy (ryciny: 24, 25).
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Rycina 24. Aktywnos¢ enzymatyczna (w skali punktowej) szczepu C. glabrata

(n=1) izolowanego od pacjenta z zakazeniem H. pylori.
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Rycina 25. Aktywno$¢ enzymatyczna (w skali punktowej) szczepéw C. glabrata

(n=2) izolowanych od os6b bez zakazenia H. pylori.

Szczepy C. tropicalis, ktére wspotwystepowaty z H. pylori, tacznie
uwolnity 14 enzymow — najbardziej aktywne byly: arylamidaza leucyny oraz

a-glukozydaza (rycina 26).
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Rycina 26. Aktywnos$¢ enzymatyczna (w skali punktowej) szczepow C. tropicalis

(n=2) izolowanych od os6b z zakazeniem H. pylori.
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Natomiast, u pacjenta bez zakazenia H. pylori, szczep C. tropicalis

wykazat aktywnosc tylko 5 enzymow (rycina 27).
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Rycina 27. Aktywno$¢ enzymatyczna (w skali punktowej) szczepu C. fropicalis

(n=1) izolowanego od pacjenta bez zakazenia H. pylori.

Szczep C. lusitaniae, wyizolowany tylko od pacjenta z zakazeniem
H. pylori, posiadat aktywnos¢ 15 enzymow, w tym najwiekszg arylamidazy

leucyny oraz a-glukozydazy (rycina 28).

5
54 =
© 4
c 4 -
N
o
>
g
>~37
g
o 2 2 2 2 2 2 2 2
~027
0
o)
[
Z 1
g1
0 0 0 O

07 T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Numer enzymu

Rycina 28. Aktywnos¢ enzymatyczna (w skali punktowej) szczepu C. lusitaniae

(n=1) izolowanego od pacjenta z zakazeniem H. pylori.
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Aktywnos¢ enzymatyczna badanych szczepdw grzybdéw byta niska,
w zakresie < 3, w skali 0-5. Tylko dla pojedynczych enzymoéw odnotowano
aktywnos¢ > 3 (ryciny 22-28).

4.7. Udziat H. pylori oraz grzybow Candida w wybranych

chorobach goérnego odcinka przewodu pokarmowego

U wszystkich pacjentéw okreslono wspotwystepowanie wybranych
choréb goérnego odcinka przewodu pokarmowego z zakazeniem H. pylori
i/lub grzybami Candida, pomimo obecnosci tych ostatnich w ilosci
patologicznie nieznamienne;j.

U 35 (13%) chorych, u ktérych stwierdzono w Zotgdku obecnosé
szczepow H. pylori oraz Candida spp., w 26 (12%) przypadkach rozpoznano
dyspepsje niewrzodowg, w 6 (37.5%) wrzod Zotgdka oraz w 3 (10%) wrzod
dwunastnicy.

W grupie 16 (6%) osob, u ktérych wykazano w zotgdku tylko obecnosc
grzybow Candida spp., w 14 (6%) przypadkach rozpoznano dyspepsje
niewrzodowg oraz w 2 (12.5%) wrzdod zotgdka.

Obecnos¢ H. pylori, bez wspotwystepowania z grzybami Candida,
potwierdzono u 135 (51%) osoOb. Rozpoznanie kliniczne obejmowato:
105 (48%) przypadkow dyspepsji niewrzodowej, 7 (44%) wrzoddéw zotgdka
oraz 23 (77%) wrzody dwunastnicy.

U 81 (30%) osdb z grupy H. pylori-, Candida-, zdiagnozowano
76 (34%) przypadkoéw dyspepsji niewrzodowej, w 1 (6%) wrzdd zotgdka oraz
w 4 (13%) wrzod dwunastnicy.

Zalezno$¢ pomiedzy rozpoznaniem klinicznym, a zakazeniem lub
brakiem zakazenia H. pylori i/lub obecnoscig Candida przedstawiono kolejno
w tabelach: 31 a, b oraz 32.

Poréwnujgc grupy chorych bez infekcji H. pylori oraz obecnosci
Candida, z grupg zakazonych H. pylori wykazano, Zze dyspepsja
niewrzodowa wystepowata znamiennie czesciej w grupie bez obecnosci tych

drobnoustrojow jednoczesnie (p=0.002, tabela 31 a).
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Takg samg zaleznos¢ stwierdzono w przypadku chorych H. pylori-,
Candida-, w porownaniu do grupy H. pylori+, Candida+ (p=0.003,
tabela 32).

Choroba wrzodowa dwunastnicy wystepowata znamiennie czesciej
u chorych zakazonych H. pylori (p= 0.01, tabela 31 a). Natomiast, wrzody
zotgdka czesciej obserwowano u chorych z obecnoscig tylko Candida
(p=0.018, tabela 31 b), jak rowniez z infekcjg H. pylori oraz obecnoscig
Candida (p=0.001, tabela 32).

W pozostatych przypadkach, nie wykazano roéznic istotnych
statystycznie ~w  czestoSci  wystepowania  omawianych choréb
gornego odcinka przewodu pokarmowego, w odniesieniu do poszczegodlnych

grup pacjentow (tabele: 31 a, b, 32).

Tabela 31. Zaleznos¢ pomiedzy rozpoznaniem klinicznym, a brakiem zakazenia

H. pylori oraz obecnosci Candida spp., w poréwnaniu do grupy: zakazonej

H. pylori (a); z obecnoscig Candida spp. (b).

a)
. Grupa H. pylori-, | Grupa H. pylori+, .
Rozpoznanie Candida- Candida- b
Liczba (%) Liczba (%)

NUD 76 (94) 105 (78) 0.002
Wrzéd 0.137
sotadka 1(1) 705 NS
Wrzéd

dwunastnicy 40) 23 (17) 0.01
tacznie 81 (100%) 135 (100%)
NUD - non ulcer dyspepsia, Test Chi %, NS - not significant.
b)
. Grupa H. pylori-, | Grupa H. pylori-, .
Rozpoznanie Candida- Candida+ b
Liczba (%) Liczba (%)

NUD 76 (94) 14 (87.5) Oﬁgz
Wrzéd
soladka 1(1) 2 (12.5) 0.018
Wrzéd 0.364

dwunastnicy 4 (5) 0(0) NS
tacznie 81 (100%) 16 (100%)

NUD - non ulcer dyspepsia, Test Chi %, NS - not significant.
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Tabela 32. Zalezno$¢ pomiedzy rozpoznaniem klinicznym, a brakiem zakazenia

H. pylori oraz obecnosci Candida spp., w poréownaniu do grupy H. pylori+,

Candida+.

Grupa H. pylori-,

Grupa H. pylori+,

Rozpoznanie Candida- Candida+ 0
Liczba (%) Liczba (%)
NUD 76 (94) 26 (74) 0.003
Wrzéd zotgdka 1(1) 6 (17) 0.001
Wrzéd 0.451
dwunastnicy 45) 3(9) NS

tacznie

81 (100%)

35 (100%)

NUD - non ulcer dyspepsia, Test Chi %, NS - not significant.
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5. DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach, scharakteryzowano patogennosc¢
szczepOw bakterii H. pylori oraz grzybdw drozdzopodobnych z rodzaju
Candida. Ponadto, podjeto probe oceny wspotwystepowania wybranych
choréb goérnego odcinka przewodu pokarmowego z zakazeniem H. pylori
i/lub Candida spp. Badania wykonano w grupie chorych, zgtaszajgcych sie
do lekarza gastroenterologa z objawami dyspepsji. U 83% badanych
pacjentow zdiagnozowano dyspepsje niewrzodowg, u 6% chorobe wrzodowg
zofgdka, a u 11% chorobe wrzodowg dwunastnicy.

Od kazdego chorego, podczas badania endoskopowego, pobierano
wycinki btony sSluzowej Zzotadka, w celu wykonania szybkiego testu
ureazowego, badania histopatologicznego oraz mikrobiologicznego.
Na podstawie badania histopatologicznego bioptatéw oraz szybkiego testu
ureazowego stwierdzono, ze odpowiednio 62% i 66% pacjentéw byto
zakazonych H. pylori. Natomiast u 41% chorych obecnos$¢ bakterii H. pylori
potwierdzono mikrobiologicznie. W badaniach Gosciniak i wsp.,
przeprowadzonych w latach 1993-2000, odsetek oséb dorostych, od ktérych
izolowano H. pylori byt wyzszy i wynosit 57.4% [151].

Na roznice w wynikach wyzej opisanych badan mogt wptynac¢ fakt, ze
przeprowadzono je badajgc rozne wycinki btony sluzowej zotgdka, w ktorej
jak wiadomo H. pylori ma kepkowe, czyli nierbwnomierne rozmieszczenie
oraz moze przybierac forme nieaktywng (zarodnikowa) [152, 153].

Wsréd 64% chorych, u ktérych zakazenie H. pylori potwierdzono
w badaniu histopatologicznym i/lub mikrobiologicznym, 60% stanowili
pacjenci z dyspepsjg niewrzodowg, 81.5% z wrzodem Zzotgdka oraz 87%
z wrzodem dwunastnicy, co potwierdza udowodniony zwigzek pomiedzy
zakazeniem H. pylori, a chorobg wrzodowg [2, 6, 7, 10, 17, 84].

Wsrod licznych czynnikdw wirulencji H. pylori, szczegbélne miejsce
zajmuje immunogenne biatko CagA oraz cytotoksyna wakuolizujgca VacA,
ktorej aktywnos¢ zalezy od typow alleli genu vacA. Ocena patogennosci
klinicznych szczepow H. pylori opiera sie, przede wszystkim, na wykrywaniu
obecnosci genu cagA oraz alleli genu vacA, ktére warunkujg synteze tych
toksyn [17, 49, 108, 154].
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W przeprowadzonych badaniach, w celu potwierdzenia patogennosci
szczepow H. pylori, przy uzyciu metody PCR, wykrywano obecnos¢ genu
cagA, alleli s1, s2, m1, m2 genu vacA oraz analizowano zwigzek tych genow
z wybranymi chorobami gérnego odcinka przewodu pokarmowego.

Szacuje sie, ze okoto 60% wszystkich szczepdw H. pylori posiada gen
cagA, jakkolwiek odnotowano na Swiecie réznice w badanych populacjach
[57, 69, 70, 155]. W badaniach przeprowadzonych w Europie Potnocnej oraz
Wschodniej, 72.1% szczepow H. pylori wykazato obecno$¢ genu cagA,
kolejno, we Francji i Wioszech — 74.1%, w Portugalii oraz w Hiszpanii
— 86.7%, w Ameryce Pdtnocnej — 73.8%, w Ameryce Srodkowej oraz
Potudniowej — 88.8%, w Australii — 66.7%, natomiast w Azji Wschodniej
90.1%. Wyjatek stanowit Egipt, gdzie tylko 35.7% szczepdw byto cagA+ [57].

Jak wynika z wieloosrodkowych badan przeprowadzonych w Polsce,
czestos¢ zakazen szczepami H. pylori cagA+ znacznie roznita sie
w poszczegodlnych regionach (od 40% do 90%) i wynosita Srednio 64%
w populacji osob dorostych [16]. W badaniach przedstawionych w tej pracy,
czestos¢ zakazen z udziatem szczepdw H. pylori cagA+ byta nieco nizsza od
Sredniej i wynosita 58%.

Gen vacA, w odroznieniu od genu cagA, jest obecny we wszystkich
szczepach H. pylori, natomiast obserwuje sie rdznice w czestosci
wystepowania alleli s i m genu vacA [57, 156]. Jak wynika
z wieloosrodkowych badan przeprowadzonych w 24 krajach, w tym réwniez
w Polsce, sposrod alleli s genu vacA, w wiekszosci badanych populaciji
dominowat allel s1. Czesto$¢ jego wystepowania wynosita 83% w Europie
Pdtnocnej oraz Wschodniej, 75% we Francji i Wtoszech, 88% w Portugalii
i Hiszpanii, 74% w Ameryce Pdtnocnej, 94% w Ameryce Srodkowej
i Potudniowej, 67% w Australii oraz 99% w Azji Wschodniej. Jedynie
w Egipcie, tylko 43% szczepdw posiadato allel s7. Podtyp s7a dominowat
w Europie Poétnocnej i Wschodniej, takze w Polsce oraz w Australii,
natomiast w Portugalii, Hiszpanii oraz Ameryce Srodkowej i Potudniowej
wykazano obecnos¢ podtypu s1b [57, 157, 158]. Obydwa podtypy
wystepowaty niemal réwnie czesto we Francji, Wioszech oraz Ameryce

Poéinocnej [57]. Z najnowszych badahn Boyanova i wsp., opublikowanych
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w 2009 roku wynika, ze 89.8% populacji butgarskiej byta zakazona
szczepami H. pylori, vacA s1a [155].

W przypadku alleli typu m, w Europie Pétnocnej oraz Wschodniej, we
Francji i Wtoszech, w Ameryce Pétnocnej, w Australii oraz Egipcie czesciej
wystepowat allel m2 niz m1 (odpowiednio 57%, 57%, 57%, 58% oraz 86%).
Podobnie, w Butgarii odsetek szczepow z allelem m2 wynosit 60.2%.
Natomiast w innych krajach, obejmujgcych Portugalie i Hiszpanie, Ameryke
Srodkows i Potudniowa, Azje Wschodnig, dominowat allel m7, odpowiednio
73%, 84% oraz 49% [57, 155].

W przeprowadzonych badaniach, najczesciej wystepujacg sekwencjg
regionu sygnalnego s genu vacA, potwierdzong u 65% szczepdw, byt allel
s1. Sposrod alleli m, dominowat typ m2, ktory stwierdzono u 66% szczepdéw
H. pylori, co jest zgodne z doniesieniami innych polskich autoréw [157, 158,
159, 160].

Tylko w dwéch przypadkach (2%), potwierdzono genotypy mieszane,
charakteryzujgce sie obecnoscig obydwu wykrywanych alleli m (cagA+,
vacA s1/m1/m2), co wskazuje na zakazenie wiecej niz jednym szczepem
H. pylori. Nieco wyzszy odsetek zakazen mieszanych, wynoszacy 3.2%,
6.9% oraz 9.7% wykazano odpowiednio w Estonii, Butgarii oraz Kostaryce
[155, 161, 162]. Natomiast w Portugalii zanotowano 37.3% szczepow
z mieszanym genotypem vacA [58]. W ogdlnopolskich badaniach taszewicza
i wsp., czestos¢ zakazeh mieszanych wynosita 10.6%, z czego 4.5%
stanowity przypadki z mieszanym genotypem cagA+, vacA s1/m1/m2 [16].
Odmienne wyniki przedstawiono w pracy Zalewskiej-Ziob i wsp., w ktérej
wykazano brak wystepowania zakazen mieszanych na terenie Slgska [157].

W przedstawionych badaniach, réwniez w przypadku dwoch (2%)
szczepow H. pylori nie wykazano obecnosci zaréwno alleli m1 jak i m2
(cagA+, vacA s1/m?), natomiast w jednym przypadku (1%) odnotowano brak
allelu s1 jak i s2 (cagA+, vacA s?/m1). Moze to swiadczy¢ o obecnosci
w badanej populacji, innych niz wykrywane, typow alleli s i m. Badania
przeprowadzone w wojewodztwie podlaskim potwierdzity wystepowanie
28.1% szczepow H. pylori nieposiadajgcych alleli m1 oraz m2. Wszystkie te
izolaty posiadaty allel s7 lub s2 [160]. W badaniach przeprowadzonych we

Wtoszech, u odpowiednio 2% oraz 26% szczepdw H. pylori nie udato sie
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okresli¢ zaréwno genotypu s jak i m, stosujgc primery dla alleli s1, s2 oraz
m1, m2 [163]. W Niemczech oraz w Chinach (przy zastosowaniu primerow
dla alleli m1, m2) zanotowano obecnos¢ nieokreSlonych alleli typu m,
u odpowiednio 18.5% oraz 15% pacjentow. Na podstawie analizy
sekwencyjnej DNA nieamplifikowalnych regiondw m, wykazano ich duzag
homologie z allelem m1, sugerujgc obecno$¢ nowych podtypow allelu
m1 — m1a (Niemcy) oraz m1b (Chiny) [51, 562]. W Indiach wykryto allel m7c
[53]. Van Doorn i wsp., analizujgc pod wzgledem genetycznym szczepy
H. pylori pochodzace z réznych krajow sSwiata, wykryli w Azji Wschodniej
nowy podtyp allelu m2, ktéry nazwali m2b, natomiast w przypadku regionu s,
wyroznili dodatkowy podtyp s7c, ktory okazat sie dominujgcym w tym rejonie
Swiata [50, 164].

W 2007 roku opisano nowy polimorficzny region w genie vacA
— region ,intermediate” (i) [54].

Polimorfizm w obrebie regionu sygnalnego oraz srodkowego genu
vacA H. pylori umozliwia tworzenie réznych ukfadow alleli s i m [49].
W przedstawionej pracy doktorskiej, wykazano obecnos¢ trzech, sposrod
czterech, mozliwych kombinacji alleli s7, s2, m1, m2 genu vacA,
a mianowicie s7/m1, s1/m2 oraz s2/m2, ktérych czestos¢ wystepowania byta
podobna, odpowiednio 34%, 31% i 35%. Réwniez w badaniach Gosciniak
i wsp., 35% szczepdébw posiadato genotyp s71a/mi1, 36% - s1a/m2,
a 28% - s2/m2 [158]. Nieco odmienny odsetek, w zakresie poszczegdlnych
genotypow, wykazali w pracy Zalewska-Ziob i wsp., w ktorej 43% wsrod
izolatow stanowit genotyp s1/m2, 36% - s2/m2 oraz 21% - s1/m1 [157].
W Estonii oraz w Portugalii odnotowano odpowiednio 65% oraz 53%
szczepow o uktadzie alleli s7/m1, natomiast w populacji butgarskiej
dominowat genotyp s17/m2 (51.8%) [58, 155, 161]. Podobnie jak w wielu
pracach, w badaniach wykonanych w przedstawionej pracy doktorskiej, takze
nie stwierdzono obecnosci szczepdw o genotypie s2/m1, ktére w Europie,
Azji, czy w Stanach Zjednoczonych sg praktycznie niespotykane [49, 58,
165]. Ich wystepowanie odnotowano na terenie Meksyku oraz Afryki
Potudniowej [166, 167, 168].

Liczne badania, rowniez wiasne, potwierdzity, ze obecnos¢ genu cagA

jest silnie skorelowana z wystepowaniem sekwencji vacA s71. Natomiast

103



u wiekszosci szczepdw cagA-, stwierdza sie obecnosc¢ allelu s2 [49, 57, 58,
155, 157, 161, 162, 166, 169]. W przeprowadzonych badaniach, gen cagA
wystepowat w obecnosci allelu s7 w 95% szczepdéw, natomiast 77%
szczepOw cagA-, posiadato allel s2 (p<0.001). W przypadku regionu
srodkowego m, gen cagA wystepowat podobnie czesto, zaréwno z allelem
m1 jak i m2 (53% vs 47%), natomiast wsréd szczepow cagA- dominowat allel
m2 (93%, p<0.001). Podobne wyniki przestawili Strobel i wsp. [51]. Inni
autorzy wykazali silng korelacje pomiedzy genem cagA, a allelem m1 genu
vacA [57, 58, 162, 166, 170].

W badaniach przeprowadzonych w polskiej populacji, odsetek
izolatow H. pylori, posiadajgcych genotypy odpowiadajgce za zwiekszong
wirulencje — cagA+, vacA s1m1/s1m2 stanowit od 54% do 62% i byt zblizony
do wynikéw uzyskanych w badaniach wtasnych, w ktorych stwierdzono
tacznie 55% szczepow H. pylori o tych genotypach [16, 157]. Podobne
szczepy czesciej izolowano w Turcji (69%), czy w Butgarii (80.5%) [59, 155].

W niniejszej pracy, genotyp cagA-, vacA s2/m2 wykryto u 32%
zbadanych szczepow, podobnie jak u Zalewskiej-Ziob i wsp. [157]. Nizszy
odsetek szczepow o tym genotypie (27%) izolowano w badaniach
taszewicza i wsp. [16].

W licznych pracach wykazano, ze zakazenie szczepami H. pylori
cagA+ moze zwieksza¢ ryzyko rozwoju choroby wrzodowej zotgdka,
dwunastnicy, jak réwniez raka zotgdka [58, 60, 75, 76, 77, 90, 171, 172, 173].
Erzin i wsp. odnotowali korelacje pomiedzy obecnoscig genu cagA,
a wystepowaniem choroby wrzodowej dwunastnicy (85.7%, p=0.004) oraz
raka zotgdka (84.8%, p=0.003). Odsetek pacjentow z dyspepsja
niewrzodowg, zakazonych szczepami cagA+ w tym badaniu wynosit 50%
[59]. W badaniach Boyanova i wsp., szczepy H. pylori cagA+ izolowano
znamiennie czesciej od pacjentow z chorobg wrzodowg Zzotadka Ilub
dwunastnicy, niz z dyspepsjg niewrzodowg (92.3% vs 75.4%, p=0.038) [155].
Figueiredo i wsp., wykazali znamiennie czestsze wystepowanie szczepow
H. pylori cagA+ u pacjentow z wrzodem dwunastnicy (p<0.001), wrzodem
zoftgdka (p=0.009) oraz rakiem zotgdka (p<0.001), w poréwnaniu do osob
z zapaleniem zotgdka. Ponadto, na podstawie ilorazu szans stwierdzili, ze

zakazenie szczepami cagA+, zwiekszato ryzyko zachorowania na chorobe
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wrzodowg dwunastnicy, zotgdka oraz raka Zzotgdka odpowiednio
7.5, 6.0 oraz 5.8 razy, w poréwnaniu do zakazenia izolatami cagA- [58].
W wieloosrodkowych badaniach Oleastro i wsp., przeprowadzonych m.in.
w krajach takich jak: Francja, Szwecja, Niemcy, Portugalia, USA, Brazylia
oraz Kolumbia, $rednio 72.2% os6b z chorobg wrzodowg zotgdka lub
dwunastnicy oraz 54.6% z dyspepsja niewrzodowg, byto zakazonych
szczepami H. pylori cagA+, a roznica ta byta istotna statystycznie (p=0.014).
Dodatkowo, wykazano, ze w przypadku zakazenia szczepami cagA+, ryzyko
zachorowania na chorobe wrzodowg wzrastato ponad dwukrotnie (OR=2.2)
[60]. Podobne wyniki uzyskano w badaniach witasnych, w ktérych, odsetek
pacjentow zakazonych szczepami cagA+ z chorobg wrzodowg zotgdka lub
dwunastnicy oraz dyspepsjg niewrzodowg wynosit odpowiednio 69% oraz
54%, jednak réznica ta nie byta znamienna statystycznie (p=0.170). Pomimo
tego, na podstawie ilorazu szans, podobnie jak w powyzszych badaniach,
wykazano prawie dwukrotnie wieksze ryzyko zachorowania na chorobe
wrzodowg zotgdka lub dwunastnicy w przypadku zakazenia szczepami
cagA+, w poréwnaniu do cagA- (OR=1.93).

Wiele badan potwierdzito réwniez zaleznos¢ pomiedzy allelem s7,
a wystepowaniem wrzodow zotgdka i/lub dwunastnicy oraz rakiem zotgdka
[49, 57, 58, 59, 60, 165]. W badaniach Erzin i wsp., wykazano, ze zakazenie
szczepami H. pylori vacA s1a wystepowato znamiennie czesciej u pacjentow
z wrzodem dwunastnicy (96.4%, p=0.004) oraz rakiem zotgdka (87.9%,
p=0.043), w poréwnaniu do osob z dyspepsjg niewrzodowg (66.7%) [59].
Boyanova i wsp. odnotowali obecnos¢ allelu s7a w 100% przypadkéw
choroby wrzodowej Zotadka Ilub dwunastnicy oraz 84% dyspeps;ji
niewrzodowej (p=0.007) [155]. Badania Figueiredo i wsp. wykazaty korelacje
pomiedzy zakazeniem szczepami H. pylori vacA s1, a obecnoscig wrzodu
dwunastnicy (p<0.001), wrzodu zotadka (p=0.008) oraz raka Zzotgdka
(p<0.001). U os6b z zakazeniem szczepami H. pylori vacA s1, ryzyko
zachorowania na chorobe wrzodowg dwunastnicy, zotgdka oraz raka zotgdka
byto odpowiednio 14.7, 10.0 oraz 15.9 razy wieksze, niz u oséb zakazonych
szczepami vacA s2 [58]. W wieloo$rodkowych badaniach Oleastro i wsp.,
przeprowadzonych m.in. w krajach zachodnich (Francja, Szwecja, Niemcy,

Portugalia, USA, Brazylia, Kolumbia), odnotowano znamiennie wyzszy
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odsetek pacjentow z chorobg wrzodowg zotgdka Ilub dwunastnicy,
zakazonych szczepami H. pylori vacA s1 (71%, p=0.039), w poréwnaniu do
osbéb z dyspepsjg niewrzodowg (57.4%). Ponadto, wykazano, ze zakazenie
szczepami H. pylori vacA s1 zwiekszato ryzyko zachorowania na chorobe
wrzodowg prawie dwukrotnie (OR=1.8) [60]. W badaniach wiasnych,
73% pacjentow z chorobg wrzodowg zotgdka lub dwunastnicy oraz 62%
z dyspepsjg niewrzodowg byto zakazonych szczepami H. pylori vacA s1.
Podobnie jak w przypadku genu cagA, roznica ta nie byta istotna
statystycznie (p=0.288). Natomiast na podstawie ilorazu szans wykazano, ze
ryzyko zachorowania na chorobe wrzodowg u os6b zakazonych szczepami
H. pylori vacA s1 wzrastato prawie dwukrotnie, w stosunku do zakazonych
H. pylori z allelem s2 (OR=1.7).

Nalezy zaznaczy¢, ze w niektérych badaniach réwniez nie
potwierdzono znamiennych réznic w czestosci wystepowania genu cagA i/lub
allelu s1 genu vacA wsrod chorych z zapaleniem zotgdka, chorobg
wrzodowg, czy rakiem zotadka [161, 170, 174, 175, 176].

Wedtug niektoérych badaczy, obecno$é genu cagA, uznawanego za
marker wyspy patogennosci cag PAI, nie musi swiadczy¢ o nienaruszonej
strukturze catego fragmentu wyspy. Delecja lub wytgczenie genow
warunkujgcych utworzenie aparatu sekrecyjnego typu IV (TFSS), pomimo
obecnosci genu cagA, moze spowodowac zaburzenia w wydzielaniu biatka
CagA [177]. Nillson i wsp. wykazali, ze szczepy z nienaruszong cag PAI
wystepowaty znamiennie czesciej u pacjentow z wrzodem dwunastnicy lub
rakiem zotgdka, w porownaniu do osdéb z dyspepsjg niewrzodowg [177].
Natomiast badania Kausera i wsp., dowiodly wystepowania zaburzen
w integralnosci cag PAI wsréd wiekszosci szczepdw H. pylori, izolowanych
od pacjentéw z réznych czesci swiata [178].

W  badaniach  wtasnych, nie wykazano istotnych réznic
w czestosci wystepowania alleli m7 lub m2 u pacjentéw z chorobg wrzodowg
zofgdka lub dwunastnicy oraz dyspepsjg niewrzodowg (p=0.905), co jest
zgodne z wynikami innych autorow [57, 59, 155]. Ponadto stwierdzono, ze
allel m1 nie wptywat na rozwdj choroby wrzodowej, w stosunku do allelu m2
(OR=1.06). Odmienne wyniki otrzymali Figueiredo i wsp., ktérzy wykazali

korelacje pomiedzy allelem m1, a chorobg wrzodowg zotadka (p=0.007) oraz

106



rakiem zofgdka (p<0.001), natomiast nie odnotowali takiej zaleznosci
w przypadku choroby wrzodowej dwunastnicy (p=0.221) [58].

Sprzeczne doniesienia w przytoczonym pismiennictwie, dotyczace
zaleznoéci pomiedzy wystepowaniem gendéw warunkujgcych wirulencje
H. pylori, a rozpoznaniem klinicznym mogg wynika¢ z roznic, jakie istniejg
pomiedzy szczepami oraz czynnikami osobniczymi i Srodowiskowymi na
catym swiecie.

Wykazano, ze w patogenezie chorob zotgdka/dwunastnicy mogag
odgrywac role takze inne geny H. pylori, jak babA2 (blood-group antigen-
binding adhesin gene), iceA (induced by contact with epithelium), oipA
(outer inflammatory protein gene), homB (Helicobacter pylori outer-
membrane protein gene), hrgA (Helicobacter pylori restriction endonuclease-
replacing gene) czy dupA (duodenal ulcer promoting gene) [59, 60, 175, 179,
180, 181, 182, 183]. Ponadto nalezy podkreslic, ze na rozwdj zmian
patologicznych w zotgdku czy dwunastnicy, poza toksycznoscig szczepu
H. pylori, znaczacy wptyw majg zaréwno cechy osobnicze, obejmujgce m.in.
polimorfizm gendéw kodujgcych pro i anty-zapalne cytokiny, jak réwniez
czynniki srodowiskowe, w tym palenie tytoniu, dieta uboga w warzywa oraz
owoce, czy stres [75, 89, 90]. Potwierdzajg to badania wtasne, w ktorych
odsetek pacjentow z wrzodem trawiennym, zakazonych szczepami H. pylori
cagA-, vacA s2 wynosit 23%.

Jakkolwiek w badaniach przeprowadzonych w mojej pracy doktorskiej
nie oceniano wptywu genotypu cagA oraz vacA, na wystepowanie zmian
histopatologicznych w btonie sSluzowej Zzotgdka (wyjatek stanowi metaplazja
jelitowa), to w wielu pracach wykazano, ze u oséb zakazonych szczepami
cagA+, w porownaniu do cagA-, wystepowaly silniejsze zmiany zapalne
w bfonie sluzowej Zzotadka, w postaci przewlektego zapalenia, atrofii,
uszkodzenia nabtonka powierzchni, czy nacieku neutrofilowego [184, 185,
186, 187]. Atherton i wsp. stwierdzili, ze zakazenie szczepami H. pylori vacA
s1a indukowato silniejszy stan zapalny btony Sluzowej czesci antralnej
zofgdka (w postaci nacieku neutrofilowego oraz limfocytowego),
w porownaniu do szczepow o genotypie s1b oraz s2. W przypadku regionu
srodkowego m, badacze nie zaobserwowali takiej zaleznosci, natomiast

wykazali, ze szczepy vacA m1 warunkowaty wyzszy poziom uszkodzenia
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nabtonka powierzchni Zotgdka, wzgledem izolatbw vacA m2 [165].
Przeciwnie, badania Umit'a i wsp. nie wykazaly zwigzku pomiedzy
genotypem s, a zmianami histopatologicznymi, natomiast silniejszy naciek
neutrofilowy zaobserwowano w obecnosci allelu m7 [187]. Badania Nogueira
i wsp. potwierdzity silng zalezno$¢ pomiedzy allelami s1, m1 genu vacA,
a nasileniem przewlektego stanu zapalnego, zaniku gruczotéw, nacieku
neutrofilowego oraz uszkodzenia nabtonka powierzchni, w poréwnaniu do
genotypu s2, m2 [184].

Odmienne wyniki przedstawili w pracy Kaklikkaya i wsp., ktorzy nie
wykazali réznic we wplywie genotypu s1/s2, m1/m2, na wystepowanie zmian
histopatologicznych w btonie Sluzowej Zzotgdka [186].

Metaplazja jelitowa stanowi faze posrednig pomiedzy zapaleniem
btony sluzowej zotgdka, a rakiem i jest uwazana za stan przedrakowy [188].
Przyjmuje sie, ze postaé¢ kompletna metaplazji wigze sie z najmniejszym
ryzykiem rozwoju raka zotgdka, natomiast w przypadku postaci
niekompletnej, ryzyko to jest znacznie wieksze. Potwierdzajg to badania
przeprowadzone w krajach o wysokim wspétczynniku zapadalnosci na raka
zotadka, takich jak Japonia czy Kolumbia [189].

W badaniach wtasnych, nie wykazano istotnych réznic w czestosci
wystepowania metaplazji jelitowej u pacjentow z zakazeniem H. pylori,
w poréwnaniu do grupy bez zakazenia (p=0.134), co wskazuje na wptyw na
rozwoj metaplazji jelitowej, takze innych, poza infekcjg H. pylori, czynnikow.
Jest to zgodne z doniesieniami roznych autorow [190, 191]. Nalezy
podkresli¢ jednak, ze w przeprowadzonych badaniach, posta¢ niekompletna
metaplazji jelitowej wystepowata tylko w grupie pacjentéw z zakazeniem
H. pylori, co moze SwiadczyC o udziale tej bakterii w rozwoju raka zotgdka.
W licznych badaniach wykazano, ze osoby zakazone H. pylori sg czesciej
predysponowane do rozwoju raka zotgdka, w poréwnaniu do niezakazonych
[192, 193, 194]. Ponadto, jak juz wcze$niej zaznaczono, zakazenie
szczepami H. pylori cagA+ zwieksza ryzyko raka zotgdka, w poréwnaniu do
szczepow H. pylori, bez tego genu [77, 195].

W badaniach Nogueira i wsp. wykazano silng zaleznos¢ pomiedzy
genotypami H. pylori cagA+, vacA s1, m1, a wystepowaniem metaplazji

jelitowej [184]. Jednak istniejg takze doniesienia o braku zaleznosSci
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pomiedzy metaplazjg jelitowag, a obecnoscig gendéw cagA i vacA [187, 191]
lub potwierdzajgce wptyw tylko genu cagA [185, 196, 197].

W badaniach wiasnych, wykazano zaleznos¢ pomiedzy zakazeniem
szczepami H. pylori z genem cagA oraz allelami s7 i m1 genu vacA,
a wystepowaniem metaplazji jelitowej, jednak ze wzgledu na analize tylko
14 przypadkow metaplazji jelitowej, potwierdzenie tego zwigzku wymaga
badan z udziatem wiekszej grupy pacjentéw.

Jednym z najwazniejszych czynnikdw wptywajgcych na skutecznosé
eradykacji zakazenia H. pylori jest wrazliwos¢ bakterii na stosowane
w leczeniu antybiotyki oraz chemioterapeutyki. Wykazano, ze niepowodzenia
w terapii wigzg sie z opornoscig na klarytromycyne oraz w mniejszym stopniu
na metronidazol. W przypadku szczepdéw wrazliwych na klarytromycyne,
stopien eradykacji siegat 87.8%. Spadek eradykacji do 18.3% odnotowano,
kiedy szczepy byly oporne na ten antybiotyk. Wrazliwos¢ na metronidazol
dawata sukces terapeutyczny w 97%, a opornos¢ na ten chemioterapeutyk
obnizata efektywnosc¢ eradykacji o 25% [113]. Ze wzgledu na istniejgce na
catym Swiecie regionalne réznice w lekowrazliwosci szczepdw H. pylori,
Raport Uzgodnieniowy Maastricht Ill 2005 zaleca monitorowanie pierwotnej
opornosci na antybiotyki, w celu oceny ryzyka niepowodzenia leczenia [103].

W prezentowanej pracy doktorskiej, jednym z celéw badan byta
analiza opornosci szczepdw H. pylori na antybiotyki oraz chemioterapeutyki,
rekomendowane do leczenia tego zakazenia. Wyniki badan dotyczg
pierwotnej opornosci w populacji oséb dorostych.

Z licznego pismiennictwa wynika, ze amoksycylina, podstawowy lek
stosowany w terapii zakazen o etiologii H. pylori, wcigz charakteryzuje sie
duzg skutecznoscig w wielu krajach, poza m.in. Brazylig, czy Koreg
Potudniowg, gdzie odnotowano dosy¢ wysoki odsetek szczepow opornych,
wynoszgcy odpowiednio 38% oraz 18.5% [113, 198, 199, 200].

Z badan przeprowadzonych w Polsce w latach 1999-2004 wynika, ze
wszystkie szczepy H. pylori byly wrazliwe na amoksycyline [152, 201].
Sytuacja ta nie zmienita sie od lat, co potwierdzity réwniez badania wtasne,
w ktorych nie zanotowano szczepdw opornych, a aktywno$¢ amoksycyliny

byta bardzo wysoka — odnotowano zahamowanie wzrostu 94% szczepow

109



przy wartosci MIC < 0.016 mg/l. Tylko w przypadku szesciu szczepdw,
wykazano nieco wyzsze wartosci MIC, w zakresie od 0.023 do 0.125 mg/I.

Kolejnym lekiem stosowanym w terapii zakazen H. pylori jest
metronidazol. Wysokg oporno$¢ na ten lek zanotowano m.in. w Korei
Potudniowej, Meksyku czy Brazylii, gdzie odsetek szczepow opornych
wynosit odpowiednio 66.2%, 58% oraz 55%, co mogto by¢ skutkiem
nagminnego stosowania tanich nitroimidazoli w leczeniu infekciji
pasozytniczych, stomatologicznych oraz ginekologicznych [199, 202, 203].

Na podstawie badan przeprowadzonych w Krakowie, w okresie
1999-2002, wykazano 46.7% szczepdw opornych na metronidazol [152].
W kolejnych latach 2001-2004, opornos¢ H. pylori na ten lek wynosita
w Polsce srednio 42%, przy braku wystepowania istotnych réznic pomiedzy
osrodkami [201]. W przeprowadzonych badaniach witasnych, stwierdzono
40% izolatéw opornych na metronidazol. Dodatkowo, zauwazono czestszg
izolacje szczepow opornych u kobiet, w poréwnaniu do mezczyzn
(odpowiednio 59% i 20%, p<0.001), co réwniez mogto by¢é zwigzane
z powszechnym uzyciem leku w terapii zakazen ginekologicznych. Uzyskane
dane sg zgodne z wynikami badan innych autorow [201, 204].

Podobny odsetek szczepow opornych na metronidazol zanotowano
w Irlandii oraz Finlandii — 38%, nizszy wykazano we Wioszech, Buigarii,
a najnizszy w Holandii, odpowiednio 29.4%, 25% oraz 14.4% [200, 204, 205,
206, 207].

Opornos¢ na metronidazol, z wartoscig MIC 2 256 mg/l, wykazano
u 22% badanych szczepdéw. Wiekszy odsetek takich izolatéw, wynoszacy
37.7%, odnotowat Ziemniak [152]. Liczne badania dowiodtly, ze opornos¢ na
metronidazol nie wptywa jednak tak znaczgco na spadek skutecznosci
3-lekowej terapii eradykacyjnej, jak opornos¢ na klarytromycyne [113, 208,
209].

Udowodniono, ze opornos¢ na metronidazol w warunkach in vitro nie
musi odpowiada¢ opornosci in vivo, dlatego Raport Uzgodnieniowy
Maastricht 11l 2005, nie zaleca rutynowego oznaczania wrazliwosci H. pylori
na metronidazol [103, 210].
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Od potowy lat 90-tych obserwuje sie narastanie opornosci szczepow
H. pylori na klarytromycyne, co prawdopodobnie wynika z nadmiernego
stosowania makrolidéw w leczeniu wielu infekcji, zwtaszcza zakazen drog
oddechowych [113, 201, 211, 212, 213].

W Korei Potudniowej, w 2003 roku, opornosc¢ szczepdw H. pylori na
klarytromycyne wynosita 13.8% i byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do
1994 roku, w ktorym wynosita zaledwie 2.8% [202]. Podobnie — w Japonii,
odsetek szczepdw opornych wzrést z 1.8% w 1996 roku do 29% w 2004 roku
i utrzymuje sie na niezmienionym poziomie [214]. W Bulgarii, w latach
2005-2007, brak wrazliwosci na klarytromycyne potwierdzono u 17.8%
szczepow, z tendencjg wzrostowg [200]. Rowniez w Irlandii oraz we
Wioszech, odsetek izolatow opornych wynosit odpowiednio 16.5% oraz
24 1% [205, 215].

W nielicznych panstwach, takich jak Holandia czy Finlandia, ktére
cechuje, w poréwnaniu do innych krajow Unii Europejskiej, niska konsumpcja
makrolidow, wykazano znikomy odsetek szczepdw opornych na
klarytromycyne, wynoszgcy odpowiednio 1% oraz 2% [204, 206, 216].

Ogodlnopolskie badania, przeprowadzone w latach 2001-2004,
wykazaty, ze srednio 15% szczepow H. pylori byto opornych na
klarytromycyne. Wyniki uzyskane przez osrodki biorgce udziat w badaniach,
znacznie roznity sie w zaleznosci od regionu [201]. Ziemniak, analizujgc
wrazliwos¢ szczepdw H. pylori wyizolowanych w Krakowie, w latach
1999-2002, wykazat u 22.2% opornos¢ na klarytromycyne, co jest zgodne
z wynikami przeprowadzonych badan, w ktérych brak wrazliwosci na ten lek
wykryto u 23% szczepow [152].

Zgodnie z zaleceniami Raportu Uzgodnieniowego Maastricht 111 2005,
w przypadku wystgpienia, w danej populacji, pierwotnej opornosci H. pylori
na klarytromycyne, w zakresie od 15% do 20%, nalezy wykluczy¢ stosowanie
tego antybiotyku lub wykona¢ antybiogram przed wprowadzeniem leczenia
eradykacyjnego [103]. Zatem w Polsce, nie powinno sie stosowac
klarytromycyny w terapii zakazenia H. pylori, bez wstepnej oceny
lekowrazliwosci. Jakkolwiek Polskie Towarzystwo Gastroenterologiczne nie

wprowadzito do polskich wytycznych takich zalecen, to rekomenduje
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w pierwszym rzucie leczenia, w pierwszej kolejnosci schemat 3-lekowy
z zastosowaniem amoksycyliny oraz metronidazolu [105].

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy potwierdzajg, ze czeste
stosowanie w eradykacji zakazeh H. pylori metronidazolu i klarytromycyny,
jest przyczyng pojawienia sie szczepow opornych jednoczesnie na obydwa
leki [113].

W Europie, podwodjna opornos¢ szczepow H. pylori na metronidazol
oraz klarytromycyne, jak wynika z pisSmiennictwa, byta niska i wahata sie
w zakresie od 0.8% do 9.1% [113, 204, 212, 217]. Na podstawie badan
przeprowadzonych w Butgarii w latach 2005-2007, odnotowano wystgpienie
wsrod populacji 8.1% izolatow H. pylori, opornych na te leki [200].

W Polsce, wedtug badan przeprowadzonych w latach 2001-2004,
odsetek szczepdw H. pylori wykazujgcych podwdjng opornosé na
metronidazol oraz klarytromycyne wynosit srednio 9% [201]. Ziemniak,
zanotowat 15.5% szczepow o podwojnej opornosci [152]. W badaniach
wiasnych, odsetek takich szczepow byt nizszy i wynosit 12%. Podobne wyniki
uzyskano w 2007 roku w Irlandii, gdzie wyizolowano 12.6% szczepdw
0 podwajnej opornosci [205].

W ostatnich latach duze nadzieje wigzano z wprowadzeniem do
leczenia zakazen o etiologii H. pylori lewofloksacyny, reprezentujacej Il
generacje fluorochinolonéw. Zostata ona zbadana zaréwno jako sktadnik
terapii pierwszego oraz trzeciego wyboru, a w uzyskanych wynikach,
otrzymano dosy¢ wysokie odsetki eradykacji [218, 219, 220]. Istotnym
rezultatem badan uzyskanym przez Gatta i wsp., byt wysoki odsetek
eradykacji (92.3%), stwierdzony u pacjentéw uprzednio leczonych, u ktorych
szczepy H. pylori, przy opornosci na metronidazol i klarytromycyne, byty
wrazliwe na lewofloksacyne. Zastosowano przez 10 dni schemat leczenia:
lewofloksacyna + amoksycylina + IPP [220].

Natomiast, w badaniach prowadzonych w Korei Potudniowej, a takze
we Wioszech i w Belgii, zanotowano wysokg opornos¢ na lewofloksacyne
wsrod szczepow H. pylori, wynoszgcg odpowiednio — 21.5%, 19.1% i 16.8%
[147, 198, 207]. Przytoczone dane, prawdopodobnie, wigzg sie z wysokim

spozyciem fluorochinolonéw, w leczeniu réznych typéw zakazen.
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W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, tylko 5%
szczepow byto opornych na lewofloksacyne. Jednak duza rozpietosé
w warto$ciach MIC, moze wskazywal na pojawienie sie¢ w przysziosci
wiekszej liczby szczepdw opornych.

Biorgc pod uwage tatwe nabywanie opornosci bakterii na leki z grupy
fluorochinolonoéw, zasadne wydaje sie zastosowanie lewofloksacyny tylko
w leczeniu ciezkich przypadkéw zakazen [112].

Na szczegdlne podkreslenie w niniejszej pracy, zastuguje stwierdzenie
wsréd szczepdw H. pylori, wyhodowanych od badanych oséb, dwéch
izolatbw (2.5%) opornych na trzy, sposréd analizowanych lekow:
metronidazol, klarytromycyne oraz lewofloksacyne. Wielolekoopornos¢ wsréd
szczepdw H. pylori zanotowano réwniez w innych krajach, m.in. we
Wioszech, Butgarii, Brazylii oraz Korei Potudniowej [198, 199, 200, 207].
Zjawisko to budzi duze obawy na przyszios¢, w skutecznej eradykacji
zakazen H. pylori.

W badaniach przedstawionych w kilku publikacjach, wykazano
wiekszg skuteczno$¢ eradykacji zakazeh H. pylori, w przypadku doboru
antybiotykdw na podstawie wyniku badania lekowrazliwosci, niz leczenia
empirycznego [103]. Dlatego, na podstawie powyzszych danych mozna
stwierdzi¢, ze wprowadzenie terapii celowanej, juz w pierwszym rzucie
leczenia infekcji H. pylori, umozliwitoby uzyskanie szybszych efektow
terapeutycznych, bez dodatkowych obcigzen pacjenta, wynikajgcych
z wielokrotnego leczenia empirycznego oraz ograniczytoby narastanie wsrod
szczepow H. pylori opornoSci.

W wyniku zakazenia H. pylori;, poza Ilokalng odpowiedzig
immunologiczng, dochodzi rowniez do  humoralnej  odpowiedzi
ogolnoustrojowej. Wowczas, w surowicy zakazonych osob, stwierdza sie
wystepowanie swoistych przeciwciat anty-H. pylori, gtéwnie klasy IgG oraz
IgA [66, 221, 222]. Ich obecnos¢ mozna wykry¢é m.in. testem ELISA [66, 106,
223, 224].

Metode tg, =zastosowano roéwniez w niniejszej pracy, w celu
oznaczenia poziomu swoistych przeciwciat klasy 1gG anty-H. pylori,
w surowicy losowo wybranych pacjentéw z zakazeniem H. pylori. Znamienny

poziom przeciwciat klasy IgG anty-H. pylori stwierdzono u 84% o0sd6b,
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w tym u wszystkich z potwierdzonym mikrobiologicznie zakazeniem H. pylori.
W pracy Gosciniak wykazano, ze 97% osob dorostych, z potwierdzonym
bakteriologicznie zakazeniem H. pylori, posiadato podwyzszony poziom
przeciwciat klasy 1gG anty-H. pylori [66]. Biorgc pod uwage rozpoznanie
kliniczne, w niniejszej pracy, dodatni wynik testu ELISA odnotowano u 81%
chorych z dyspepsjg niewrzodowg oraz u 89% z chorobg wrzodowg zotgdka
lub dwunastnicy. Natomiast w badaniach Gosciniak, odsetki te byty wyzsze
i wynosity 96.7%, 93.7%. oraz 98.5%, odpowiednio w przypadku
przewlektego zapalenia Zotgdka, choroby wrzodowej zotgdka oraz
dwunastnicy [66]. W przeprowadzonych badaniach, ujemny wynik testu
ELISA odnotowano u 16% (10) zakazonych, sposréd ktorych, u trzech
chorych, miano przeciwciat klasy IgG anty-H. pylori byto bliskie wartosci
granicznej. U pozostatych o0s6b, wyniki badania histopatologicznego
wykluczyly ostrg faze infekcji, w ktorej nie stwierdza sie jeszcze w surowicy
przeciwciat klasy IgG. Dlatego tez, fatszywie ujemne wyniki testu ELISA
mogly wynika¢ z innych przyczyn, takich jak: mata ilos¢ bakterii
kolonizujgcych btone $luzowg zotgdka, co wykazano w badaniu
histopatologicznym Iub osobnicza wydolnos¢ uktadu immunologicznego
[225].

Oznaczanie przeciwciat klasy 1gG anty-H. pylori w surowicy jest
gtébwnie stosowane w badaniach epidemiologicznych, do monitorowania
obecnosci zakazenia H. pylori w danej populacji [16, 226, 227].

Btona Sluzowa zotgdka czesto staje sie miejscem kolonizaciji
grzybiczej [141, 143]. Do czynnikdw sprzyjajgcych temu zjawisku zalicza sie,
m.in. uszkodzenie bariery zotgdkowej, w wyniku dziatania réznych substanciji
(kwas solny, kwasy zo6tciowe, alkohol, NLPZ i inne) oraz stosowanie lekéw
zmniejszajgcych kwasowos¢ soku zotgdkowego, jak inhibitory pompy
protonowej czy H,— blokery [120, 140, 228, 229, 230].

W badaniach prezentowanych w tej pracy, grzyby drozdzopodobne
z rodzaju Candida wyizolowano od 19% o0s6b z objawami ze strony gérnego
odcinka przewodu pokarmowego. Wyzszy odsetek wystepowania grzybow
Candida w zotadku osob z objawami dyspepsji siegajgcy 47%, wykazano

w badaniach Zwolinskiej-Wecisto i wsp. [230].
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Badania Budak i wsp. oraz Zwolinskiej-Wcisto i wsp., potwierdzity
wystepowanie grzybow z rodzaju Candida w ilosci patologicznie znamienne;,
wynoszacej =10° CFU/ml, u pacjentéw z chorobg wrzodowg zotgdka,
w zakresie od 20.7% do 54.2% oraz z przewleklym zapaleniem Zotgdka,
w zakresie od 5% do 10.3% [141, 143]. W niniejszej pracy, obecnos¢
grzybow Candida odnotowano u 50% chorych z wrzodem Zzotgdka,
18% z dyspepsjg niewrzodowg oraz u 10% z wrzodem dwunastnicy, jednak
u wszystkich pacjentéw, odmiennie niz w powyzszych badaniach, grzyby
wystepowaly w stezeniu patologicznie nieznamiennym, <10° CFU/ml,
co wyklucza infekcje grzybiczg, a swiadczy jedynie o kolonizacji.

We wczesdniej przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano
korelacji pomiedzy iloscig grzybéw w Zotgdku, mianem przeciwciat
przeciwgrzybiczych oraz obecnoécig antygenu grzybiczego we krwi
u pacjentow z zapaleniem Ilub wrzodem zotgdka, co potwierdza, ze
kolonizacja grzybicza btony sSluzowej zotgdka jest najczesciej wtdrna
[142, 143, 231]. Bardzo rzadko notuje sie wystepowanie niezytow zotgdka
spowodowanych pierwotng infekcjg Candida, ktére charakteryzujg sie
nietypowym obrazem klinicznym [118, 232].

Badania wtasne wykazaty, zgodnie z innymi autorami, ze najczesciej
izolowanym z przewodu pokarmowego gatunkiem grzyba byt C. albicans
[118, 143]. W ostatnich latach notuje sie wzrost czestosci wystepowania
innych gatunkéw, nie-albicans [120]. W przeprowadzonych badaniach
zidentyfikowano gatunki C. glabrata (9.5%), C. ftropicalis (9.5%) oraz
C. lusitaniae (3%). Ponadto, coraz czesciej od jednego pacjenta izoluje sie
kilka gatunkéw grzybow, gtéwnie C. albicans i/llub C. tropicalis z C. glabrata
oraz C. krusei [120, 143]. Jedng z przyczyn tego zjawiska, obok
udoskonalenia metod diagnostycznych, jest czestsze stosowanie
antybiotykdw o szerokim spektrum dziatania, a takze niektdrych lekow
przeciwgrzybiczych, jak np. flukonazolu, ktory sprzyja rozrostowi grzybdéw
o obnizonej wrazliwosci (C. glabrata) lub naturalnej opornosci na ten lek
(C. krusei) [120, 143].

W badanej populacji chorych, u dwoch o0s6b odnotowano

wspotwystepowanie w btonie Sluzowej zotgdka gatunkéw C. glabrata oraz
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C. tropicalis. Podobnie, Zwolinska—Wcisto i wsp. izolowali od pacjentéw
z zotgdka mieszane hodowle, jednak ich odsetek byt wiekszy [143].

Wyniki badahn przedstawione w pracy potwierdzity, ze wszystkie
szczepy C. albicans oraz C. tropicalis charakteryzowaly sie catkowitg
wrazliwoscig na uwzglednione w mikogramie leki przeciwgrzybicze.
W przypadku szczepdw C. glabrata, odnotowano tylko srednig wrazliwos¢ na
flukonazol i itrakonazol. Podobnie, w pracy Budak i wsp., wszystkie szczepy
C. albicans byly wrazliwe na zastosowane w badaniu leki przeciwgrzybicze,
a izolaty C. glabrata charakteryzowaty sie $rednig wrazliwoscig na
mikonazol, flukonazol oraz itrakonazol. W przypadku ostatniego leku,
stwierdzono jeden szczep oporny [141]. Natomiast w badaniach wtasnych,
szczep C. lusitaniae byt Sredniowrazliwy na flucytozyne, a wykazat
wrazliwos$¢ na pozostate leki.

W patomechanizmie zakazen grzybiczych, inwazje tkanek przez
grzyby drozdzopodobne utatwiajg wydzielane enzymy hydrolityczne,
odpowiedzialne za destrukcje biatek, lipidow oraz polisacharydow.
Ich aktywnos¢ oraz charakter mogg swiadczy¢ o zjadliwosci grzyba [233].

W przeprowadzonych badaniach, chociaz szczepy C. albicans,
izolowane od pacjentéw z zakazeniem H. pylori, charakteryzowata aktywnosc¢
wiekszej liczby enzymow, niz w przypadku szczepdéw C. albicans
izolowanych od pacjentow bez obecnosci tego drobnoustroju, to jednak
aktywnos$¢ tych enzymow, ktére wykazano tylko w szczepach grzybdéw
pochodzgcych od pacjentdw z zakazeniem H. pylori, byta bardzo staba,
w zakresie < 0.5. Ponadto, liczba szczepow C. albicans izolowanych od
pacjentow bez zakazenia H. pylori byta znacznie mniejsza (4 szczepy),
w poréwnaniu do izolatow, uzyskanych od osob z zakazeniem H. pylori
(21 szczepdw), co mogto wptyng¢ na otrzymane wyniki sredniej aktywnosci
enzymatycznej tych grzybow. Pozostate gatunki Candida nie-albicans
izolowano w pojedynczych przypadkach. Dodatkowo, w szczepach
C. albicans, izolowanych zaréwno od pacjentéw z zakazeniem H. pylori jak
rowniez bez zakazenia, Srednia aktywnos¢ badanych enzymow byta niska,
w zakresie < 3. Wyjagtek stanowit enzym arylamidaza leucyny, ktory
w obydwu grupach charakteryzowat sie najwyzszg aktywnoscig. Kolejng pod

wzgledem aktywnosci hydrolazg, takze w obydwu grupach, byta esteraza C4.
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W badaniach Kurnatowskiego i wsp., szczepy C. albicans, izolowane
z réznych ontocenoz przewodu pokarmowego cechowaly sie najwyzszg
aktywnoscig rowniez arylamidazy leucyny oraz fosfatazy kwasnej [234].

W badaniach Zwolinskiej-Wecisto i wsp., wspétwystepowanie Candida
z H. pylori w zotadku odnotowano w 10% przypadkéw, co potwierdzajg
przeprowadzone badania, w ktérych jednoczesng obecnos$¢ tych
drobnoustrojow wykazano u 13% pacjentow [230]. Czestsze wystepowanie
grzyboéw u osoéb zakazonych H. pylori w poréwnaniu do niezakazonych
(13% vs 6%) moze Swiadczy¢ o tym, ze uszkodzenie btony Sluzowej zotgdka
w wyniku infekcji H. pylori, sprzyja kolonizacji grzybicze;.

Analiza wspotwystepowania wybranych choréb gornego odcinka
przewodu pokarmowego z zakazeniem H. pylori illub Candida spp.,
potwierdzita znamiennie czestsze wystepowanie choroby wrzodowej
dwunastnicy u osob z zakazeniem H. pylori (p=0.01) [2, 6, 7, 10, 17].
Natomiast, wrzody zotgdka, byly skorelowane z wystepowaniem obydwu
drobnoustrojéow jednoczesnie (p=0.001) Ilub obecnoscig tylko grzybow
Candida (p=0.018). Jednak ze wzgledu na patologicznie nieznamienng ilos¢
grzybdw w zotadku, mozna zaktadac¢, ze pierwotng przyczyng wrzodow
zotgdka mogta byc¢ infekcja H. pylori, w nastepstwie ktorej doszio do
kolonizacji grzybami Candida. Nalezy przypuszczac, ze obecnos$¢ grzybow
tylko u dwdch pacjentow z wrzodami zotgdka, bez zakazenia H. pylori,
pomimo wykazanej istotnosci statystycznej, prawdopodobnie nie miata
zwigzku z patogenezg tej choroby, a wynikata z wczesniejszego uszkodzenia
Sluzowki zotgdka, pod wptywem innych czynnikow [120, 140, 228, 229, 230].
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6. PODSUMOWANIE

1. U 41% oséb z grupy 267 chorych z dolegliwosciami ze strony gérnego
odcinka przewodu pokarmowego, mikrobiologicznie potwierdzono zakazenie

H. pylori.

2. Obecnos¢ genu cagA stwierdzono u 58% szczepow H. pylori, natomiast
najczesciej wystepujgcymi allelami genu vacA byly: s1 oraz m2, wykazane

u odpowiednio 65% i 66% izolatow.

3. 55% chorych byto zakazonych szczepami H. pylori o zwiekszonej

wirulencji: cagA+, vacA s1Tm1/s1m2.

4. W 2% przypadkéw odnotowano genotypy mieszane, charakteryzujgce
sie obecnoscig obydwu wykrywanych alleli m, co wskazywato na zakazenie

wiecej niz jednym szczepem H. pylori.

5. Stwierdzenie u 3% szczepow H. pylori braku obecnosci alleli s lub m

mogto Swiadczy¢ o wystepowaniu innych typow alleli.
6. Wykazano, ze u osob zakazonych szczepami H. pylori cagA+, vacA s1
istniato dwukrotnie wieksze ryzyko wystgpienia choroby wrzodowej zotgdka

lub dwunastnicy, w porownaniu do zakazonych szczepami cagA-, vacA s2.

7. W badaniu wrazliwosci izolatow H. pylori na amoksycyline, stwierdzono

wysokg aktywnos¢ antybiotyku oraz brak szczepdw opornych.
8. Odnotowano wysoki odsetek szczepdw H. pylori opornych na
metronidazol — 40%, klarytromycyne — 23% oraz obydwa leki — 12%. Tylko

5% izolatéw byto opornych na lewofloksacyne.

9. Szczepy wielolekooporne stanowity 2.5% wsrod badanych H. pylori.
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10.Znamienny poziom przeciwciat klasy 1gG anty-H. pylori stwierdzono

u 84%, sposrdd losowo wybranych, oséb z zakazeniem.

11.0becnos¢ grzybdw z rodzaju Candida wykazano, tylko w iloSci

patologicznie nieznamiennej, <10° CFU/ml, u 19% badanych oséb.

12.Najczesciej izolowano gatunek C. albicans.

13.Wszystkie izolowane szczepy C. albicans byty wrazliwe na badane leki

przeciwgrzybicze.

14. Wykazano niskg aktywnoS¢ enzymatyczng szczepow C. albicans

izolowanych, zaréwno, od 0s6b z zakazeniem jak i bez zakazenia H. pylori.

15. Znamiennie czestsze wystepowanie choroby wrzodowej dwunastnicy

stwierdzono u oséb zakazonych, w porownaniu do niezakazonych, H. pylori.

16.Kolonizacja grzybicza u chorych z wrzodem zotgdka, zakazonych
jak rowniez niezakazonych H. pylori, prawdopodobnie byta nastepstwem
wczeshiejszego uszkodzenia sluzowki zotgdka pod wptywem infekcji H. pylori

i/lub innych czynnikéw.
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7. WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania potwierdzity zaleznos¢ pomiedzy zakazeniem
H. pylori, a wystepowaniem choroby wrzodowej dwunastnicy. Natomiast,
obecno$¢ grzybow z rodzaju Candida, wystepujgcych w ilosci patologicznie
nieznamiennej u chorych z wrzodem zotgdka zakazonych, jak réwniez
niezakazonych H. pylori, wskazywata jedynie na kolonizacje btony sluzowej
zotagdka, w wyniku jej uszkodzenia pod wptywem zakazenia H. pylori i/lub

innych czynnikow.

2. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze zakazenie szczepami H. pylori
0 genotypie cagA+, vacA s1 zwigksza ryzyko zachorowania na chorobe

wrzodowg zotgdka lub dwunastnicy.

3. Wysoki odsetek szczepow H. pylori opornych na metronidazol oraz
klarytromycyne, podstawowe leki stosowane w terapii zakazen H. pylori,
wskazuje na koniecznos¢ zastgpienia leczenia empirycznego pierwszego
rzutu leczeniem celowanym, zgodnie z wykonanym antybiogramem,
co wptynie na poprawe efektywnosci leczenia oraz ograniczy narastanie

Opornosci.
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8. STRESZCZENIE

Celem badan, przedstawionych w prezentowanej pracy doktorskie;,
byta charakterystyka patogennosci szczepdw bakterii H. pylori i grzybow
drozdzopodobnych z rodzaju Candida oraz ocena wspotwystepowania
wybranych chordb gérnego odcinka przewodu pokarmowego z zakazeniem
H. pylorii/lub Candida spp.

Grupe do badah stanowito 267 pacjentéw z objawami ze strony
goérnego odcinka przewodu pokarmowego. Od kazdego chorego, podczas
badania endoskopowego, pobierano wycinki btony sluzowej zotagdka, w celu
wykonania szybkiego testu ureazowego, badania histopatologicznego oraz
mikrobiologicznego. Ponadto, od losowo wybranych 61 pacjentow
zakazonych H. pylori pobrano krew, w celu okreslenia poziomu przeciwciat
klasy 1gG anty-H. pylori, za pomocg testu ELISA.

Dane dotyczace rozpoznania klinicznego u badanych pacjentow
(dyspepsja niewrzodowa, choroba wrzodowa zotgdka, choroba wrzodowa
dwunastnicy), wyniki szybkiego testu ureazowego oraz wyniki badania
histopatologicznego, otrzymywano  od lekarza  gastroenterologa
przeprowadzajgcego badanie kliniczne.

W grupie 267 pacjentéw, ktérzy zglosili sie do lekarza
gastroenterologa rozpoznano: 221 (83%) przypadkdéw  dyspepsiji
niewrzodowej, 16 (6%) przypadkéw choroby wrzodowej Zotadka oraz
30 (11%) przypadkdéw choroby wrzodowej dwunastnicy.

W badaniu histopatologicznym bioptatdéw, obecnos¢ H. pylori
potwierdzono u 165 (62%) chorych. Dodatni wynik szybkiego testu
ureazowego odnotowano u 176 (66%) oséb. Bakterie H. pylori wyizolowano
od 109 (41%) pacjentdw. Wsrod 170 (64%) chorych, u ktorych
zakazenie H. pylori potwierdzono w badaniu histopatologicznym i/lub
mikrobiologicznym, zdiagnozowano 131 (60%) przypadkéw dyspeps;ji
niewrzodowej, 13 (81.5%) wrzoddéw zotgdka oraz 26 (87%) wrzodow
dwunastnicy.

Analize genetyczng, pod katem wykazania obecnosci genow: ureB,

cagA oraz alleli s1, s2, m1, m2 genu vacA, przeprowadzono u 109 szczepdéw
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H. pylori, stosujgc metode PCR. Wszystkie badane szczepy posiadaty gen
ureB, co potwierdzito ich przynaleznos¢ do gatunku H. pylori.

W dwdch przypadkach (2%) odnotowano genotypy mieszane,
charakteryzujgce sie obecnoscig obydwu wykrywanych alleli m,
co wskazywato na zakazenie wiecej niz jednym szczepem H. pylori.
Natomiast, w trzech przypadkach (3%) nie wykazano obecnosci
wykrywanych alleli s lub m, co z kolei mogto sSwiadczy¢ o wystepowaniu
innych typdéw alleli s/m w badanej populacji. Z tego wzgledu dalszej analizie
poddano 104 izolaty H. pylori.

Obecnos¢ genu cagA stwierdzono u 58% szczepow H. pylori,
natomiast najczesciej wystepujgcymi allelami genu vacA byly: s1 oraz m2,
potwierdzone u odpowiednio 65% i 66% izolatow.

tacznie 55% pacjentdow byto zakazonych szczepami H. pylori
0 zwiekszonej wirulencji: cagA+, vacA s1m1/s1mz2.

Wykazano, ze osoby zakazone szczepami H. pylori cagA+, vacA s1
majg dwukrotnie wieksze ryzyko wystgpienia choroby wrzodowej zotgdka lub
dwunastnicy, w poroéwnaniu do zakazonych szczepami cagA-, vacA s2.

Chociaz w przeprowadzonych badaniach wykazano zaleznos¢
pomiedzy zakazeniem szczepami H. pylori z genem cagA oraz allelami
s1im1 genu vacA, a wystepowaniem metaplazji jelitowej, to ze wzgledu na
analize tylko 14 przypadkow metaplazji jelitowej, potwierdzenie tego zwigzku
wymaga badan z udziatem wiekszej grupy pacjentow.

Stosujgc metode Etest, oznaczono lekowrazliwos¢ na amoksycyline,
metronidazol oraz klarytromycyne u 97 szczepdw H. pylori, a w przypadku
lewofloksacyny — u 79 szczepdw.

W przeprowadzonych badaniach, nie wykazano szczepow H. pylori
opornych na amoksycyline, a aktywnos$¢ tego leku wobec badanych izolatow
byta bardzo duza. Natomiast, odnotowano wysoki odsetek szczepdw
opornych na metronidazol — 40%, klarytromycyne — 23% oraz obydwa leki
jednoczesnie — 12%. Opornos¢ na lewofloksacyne wykryto u 5% izolatow.
Niepokojgce wydaje sie wystepowanie 2.5% szczepdw H. pylori o potrojnej
opornosci — na metronidazol, klarytromycyne oraz lewofloksacyne.

Uzyskane wyniki sugerujg koniecznos¢ zastgpienia terapii empirycznej

pierwszego rzutu, terapig celowang, wedtug wykonanego antybiogramu,
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dla poprawy efektywnosci leczenia oraz ograniczenia narastania wsrod
szczepow H. pylori opornosci.

Znamienny poziom przeciwciat klasy IgG anty-H. pylori potwierdzono
u 84% losowo wybranych os6b z zakazeniem H. pylori.

Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida wyizolowano od 51 (19%)
sposrod 267 badanych o0séb. Rozpoznanie kliniczne obejmowato
40 (18%) przypadkow dyspepsji niewrzodowej, 8 (50%) wrzodow zotadka
oraz 3 (10%) wrzody dwunastnicy. Wyhodowano 53 szczepy. Dwoch
pacjentow posiadato w badanych materiatach 2 rézne gatunki grzybéw. Na
podstawie analizy wynikow posiewu ilosciowego bioptatow pobranych
z zofgdka wykazano, ze wszyscy pacjenci posiadali patologicznie
nieznamienng liczbe komaérek grzybéw, w ilosci <10° CFU/m.

Sposrdod 51 osbéb z grzybami Candida w zotgdku, 16 (6%) stanowili
pacjenci bez zakazenia H. pylori, natomiast u 35 (13%) stwierdzono
zakazenie tym drobnoustrojem. W grupie pacjentéw H. pylori-, Candida+,
rozpoznanie kliniczne obejmowato 14 (6%) przypadkow dyspepsji
niewrzodowej oraz 2 (12.5%) wrzody zotadka, natomiast wsréd osob
H. pylori+, Candida+, rozpoznano 26 (12%) przypadkow dyspepsiji
niewrzodowej, 6 (37.5%) wrzodéw zotgdka oraz 3 (10%) wrzody
dwunastnicy.

Identyfikacje do gatunku, okreslenie profilu enzymatycznego oraz
ocene wrazliwosci na leki przeciwgrzybicze, wykonano u 32 szczepdw
grzybow (pozostatych 21 nie udato sie przepasazowa¢ w celu wykonania
dalszych badan).

Stosujgc podtoze chromogenne Candida ID 2 oraz test ID 32 C,
tacznie zidentyfikowano 25 (78%) szczepoéw z gatunku C. albicans, po
3 (9.5%) szczepy C. glabratai C. tropicalis oraz 1 (3%) szczep C. lusitaniae.

W ocenie wrazliwodci na leki przeciwgrzybicze obejmujgce:
amfoterycyne B, flucytozyne, itrakonazol, flukonazol, worykonazol,
zastosowano test ATB FUNGUS 3. Wszystkie szczepy C. albicans oraz
C. tropicalis byly wrazliwe na uwzglednione w mikogramie leki
przeciwgrzybicze. Szczepy C. glabrata charakteryzowata Srednia wrazliwosc
na flukonazol oraz itrakonazol. Szczep C. lusitaniae byt Sredniowrazliwy tylko

na flucytozyne, natomiast wrazliwy na pozostate leki.
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Badajgc aktywnos¢ enzymatyczng grzybow, za pomocg testu API
ZYM wykazano, ze jakkolwiek szczepy C. albicans, izolowane od pacjentow
z zakazeniem H. pylori, charakteryzowata aktywnos¢ wiekszej liczby
enzymow, niz w przypadku szczepdw tego gatunku izolowanych od
pacjentéw bez obecnosci H. pylori, to jednak aktywnos¢ tych enzymow, ktore
wykazano tylko w szczepach pochodzgcych od pacjentow z zakazeniem
H. pylori, byta bardzo staba, w zakresie < 0.5. Ponadto, w analizowanych
szczepach C. albicans, izolowanych zaréwno od pacjentéw z zakazeniem
H. pylori jak réwniez bez zakazenia, srednia aktywnos¢ wiekszosci enzymoéw
byta niska, w zakresie < 3. Dla gatunkéw Candida nie-albicans uzyskano
pojedyncze enzymogramy.

Analiza wspotwystepowania wybranych choréb goérnego odcinka
przewodu pokarmowego z zakazeniem H. pylori i/lub Candida spp.,
potwierdzita znamiennie czestsze wystepowanie choroby wrzodowej
dwunastnicy u oséb z zakazeniem H. pylori. Natomiast, wrzody zotgdka byty
skorelowane z wystepowaniem obydwu drobnoustrojéw jednoczesnie lub
obecnoscig tylko grzybdéw Candida. Jednak ze wzgledu na patologicznie
nieznamienng ilos¢ grzybow w zotgdku, mozna zaktadac, Zze pierwotng
przyczyng wrzodéw zotgdka mogta by¢ infekcja H. pylori, w nastepstwie
ktorej, doszto do kolonizacji grzybami Candida. Nalezy przypuszczaé, ze
obecnos$¢ grzybow tylko u dwdch pacjentow z wrzodami zotgdka, bez
zakazenia H. pylori;, pomimo wykazanej istotnosci statystycznej,
prawdopodobnie nie miata zwigzku z patogenezg tej choroby, a wynikata
z wczesniejszego uszkodzenia Sluzéwki zotgdka, pod wptywem innych

czynnikéw.
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9. SUMMARY

The aim of the PHD study was to characterize the pathogenicity of
bacteria H. pylori and Candida fungi strains and to assess the co-existence
of selected disorders of the upper gastrointestinal tract with infection of
H. pylori and/or Candida spp.

Two hundred and sixty seven dyspeptic patients who underwent upper
gastrointestinal endoscopy were enrolled in the study. From each patient
biopsy specimens of gastric mucosa were taken for histopathology, a rapid
urease test and microbiological examination.

Moreover, in order to determine the serum level of IgG antibodies
against H. pylori by using ELISA method, blood samples were collected from
randomly selected 61 patients infected with H. pylori.

The results of clinical recognition (non ulcer dyspepsia, gastric or
duodenal ulcer), the rapid urease test and histopathology of examined
patients were received from the gastroenterologist who conducted the clinical
examination.

The results of the endoscopic examination of 267 patients showed 221
(83%) non ulcer dyspepsia cases, 16 (6%) gastric ulcer cases and 30 (11%)
cases of duodenal ulcer.

H. pylori infection was confirmed in 165 (62%) patients by the
histopathology and in 176 (66%) by the rapid urease test. H. pylori strains
were isolated from 109 (41%) patients. Among 170 (64%) patients with
H. pylori infection confirmed by histopathology and/or microbiological
examination the clinical recognition included: 131 (60%) non ulcer dyspepsia
cases, 13 (81.5%) gastric ulcer cases and 26 (87%) cases of duodenal ulcer.

The presence of ureB and cagA genes, s1, s2, m1, m2 alleles of vacA
gene in each H. pylori isolate was determined by polymerase chain reaction
(PCR).

All strains harbored ureB gene that confirmed their affinity to
H. pylori species.

In two cases (2%) multiple vacA m-genotypes were detected, which
indicated the infection by more than one H. pylori strain. Three isolates (3%)

were untypeable with respect to the s or m region of the vacA gene, which
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could indicate the presence of distinct types of these alleles in the examined
population.

Further genetic analysis concerned 104 H. pylori strains which
contained complete single genotypes.

H. pylori cagA gene was present in 58% of strains. The most frequent
alleles of vacA gene were s1 and m2 detected in 65% and 66% H. pylori
strains, respectively.

Fifty seven patients (55%) were infected with H. pylori strains carrying
genotypes responsible for higher virulence cagA+, vacA s1m1/s1m2.

It was proved that patients infected with cagA+, vacA s1 H. pylori
strains are at a higher risk for peptic ulcer disease than those carrying cagA-,
vacA s2 strains.

Even though significant links between cagA gene and vacA s1 and m1
alleles and intestinal metaplasia were demonstrated, because of only
14 analyzed cases of intestinal metaplasia, this issue needs to be confirmed.

In the present study, the susceptibility of 97 isolated H. pylori strains to
amoxicillin, metronidazole and clarithromycin and 79 to levofloxacin was
assessed by using Etest method.

All H. pylori strains were susceptible to amoxicillin confirming the
reported lack of resistance to this agents. In addition, 94% of strains were
susceptible to the lowest concentration of amoxicillin.

Resistance to metronidazole, clarithromycin and to both metronidazole
and clarithromycin was detected in 40%, 23% and 12% of H. pylori isolates,
respectively, whereas 5% of strains were resistant to levofloxacin.
It is noteworthy that two patients (2.5%) were infected with multidrug resistant
H. pylori strains (to metronidazole, clarithromycin and levofloxacin).

In conclusion, the obtained data suggest that empirical eradication
therapy should be replaced with pretreatment susceptibility testing to improve
the effectiveness of therapeutic treatment and to avoid increasing H. pylori
drug resistance.

The significant level of IgG antibodies against H. pylori was confirmed

in 84% of randomly selected patients infected with H. pylori.
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Candida fungi were found in 51 (19%) out of 267 patients. The clinical
recognition included: 40 (18%) non ulcer dyspepsia cases, 8 (50%) gastric
ulcer cases and 3 (10%) cases of duodenal ulcer.

Two fungal species were isolated from two patients, therefore
altogether fifty three Candida strains were cultured. The analysis of results of
quantitative inoculation showed that all patients possessed pathologically
non-significant number of fungal cells in the stomach, <10® CFU/ml.

Co-existence of H. pylori and Candida fungi was found in 35 (13%)
patients while Candida fungi without concurrent presence of H. pylori were
detected in 16 (6%) persons. In the group H. pylori+, Candida+, the clinical
recognition included: 26 (12%) non ulcer dyspepsia cases, 6 (37.5%) gastric
ulcer cases and 3 (10%) cases of duodenal ulcer, whereas in patients with
H. pylori-, Candida+, 14 (6%) cases of non ulcer dyspepsia and
2 (12.5%) gastric ulcer cases were recognized.

The identification, susceptibility testing and assessment of enzymatic
activity were performed only for 32 Candida strains due to the fact that the
remaining 21 strains did not survive.

Chromogenic agar medium Candida ID 2 and ID 32 test were used for
the identification of Candida spp. Twenty five strains (78%) were identified
as C. albicans, 3 (9.5%) as C. glabrata and C. tropicalis and 1 (3%) as
C. lusitaniae.

The susceptibility of Candida strains to antifungal drugs
(amphotericin B,  5-fluorocytosine, itraconazole, fluconazole and
voriconazole) was determined by using ATB FUNGUS 3 test. C. albicans and
C. tropicalis isolates were susceptible to all agents. C. glabrata strains were
only intermediate-susceptible to itraconazole and fluconazole whereas
C. lusitaniae strain was only intermediate-susceptible to 5-fluorocytosine.

The enzymatic activity of Candida strains was estimated by using API
ZYM test. The research proved that the C. albicans strains isolated from
patients with H. pylori infection and from non-infected persons had similar,
rather low (< 3) enzymatic activity. For Candida non-albicans strains single
enzymogrames were obtained.

The analysis of the co-existence of selected disorders of the upper

gastrointestinal tract with infection of H. pylori and/or Candida spp. confirmed

127



that subjects infected with H. pylori suffered from duodenal ulcers more often
than those non-infected with this microorganism. Although gastric ulcers
were significantly more frequent in patients with the presence of H. pylori and
Candida simultaneously or Candida alone, due to the pathologically
non-significant number of fungal cells, it may be concluded that gastric ulcers
were probably caused only by H. pylori that facilitated the further fungal
colonization. In addition, it is possible that the presence of Candida fungi in
two patients with gastric ulcers and without H. pylori infection, despite
determined significant relevance, was not associated with the pathogenesis
of the disease but resulted from an earlier injury of gastric mucosa under the

influence of other factors.
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