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POPIS KRATICA

AT — antigenski test

CO, — uglji¢ni dioksid

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

ELISA — enzimski povezani imunosorbentni test (engl. enzyme linked immunosorbent essay)

EUCAST — Europski odbor za testiranje antimikrobne osjetljivosti (engl. The European

Committee on antimicrobial susceptibility testing)
ICT — imunokromatografski test (engl. immunochromatographic test)
IPP — inhibitori protonske pumpe

IRMS — masena spektrometrija odnosa izotopa (engl.isotope ratio mass spectrofotometry)

LARA — laserski potpomognuti analizator omjera (engl. laser assisted ratio analizer)

MALDI TOF — matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (engl. matrix-

assisted laser desorption/ionization time of flight)

MALT - sluzni¢no limfno tkivo (engl. mucosa-associated lymphoid tissue)

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

NDRIS — ne disperzivni infracrveni spektroskop (engl., non-dispersive infrared spectroscopy)
PCR - lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

UIT — urea izdisajni test

SZ0O — Svjetska zdravstvena organizacija

SAD - Sjedinjene Americke Drzave
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1.1.  Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je gram-negativna bakterija koja se najceS¢e nalazi na sluznici zeluca. To
je aerofilna, spiralna bakterija koja se evolucijski razvila kako bi lakSe inficirala sluznicu
zeludca. Helicobacter pylori kolonizira ljudski Zeludac i izaziva upalu, a u nekim slucajevima
dugotrajna infekcija moze rezultirati teSkim patoloSkim stanjima. Infekcija najcesce prolazi
bez simptoma, ali moze biti uzrok kroni¢nog gastritisa, razvoja vrijeda na zeludcu i
duodeomu, rijetkog tipa tumora se naziva MALT limfomom (engl. mucosa-associated
lymphoid tissue) te Zelu¢anog karcinoma. Poznato je da infekcija pocinje ulaskom bakterije u
probavni sustav no sam nacin inficiranja nije to¢no istraZzen. Pretpostavlja se da se dogada na
nekoliko nacina: bakterije iz usne Supljine zaraZene osobe dospijevaju u usta zdrave (najcesci
nacin prijenosa), zdrava osoba se inficira prijenosom bakterija iz povratanog sadrzaja
zarazene osobe, prijenosom prljavim rukama iz stolice zarazenih u usta zdravih. Razvoj
infekcije ovisi o nekoliko faktora kao Sto su uspjesSnost kolonizacije, patogenosti i o
imunoloskom odgovoru domacina. Pocinje pri¢vr§éivanjem na Zelu€anu sluznicu $to je prvi
korak u uspostavljanju bakterijske kolonizacije, a proteini vanjske membrane igraju kljucnu
ulogu u vezivanju za ljudske stanice (1). To¢no postavljena dijagnoza i pravilno klinicko
lije¢enje vazni su koraci u poboljSanju klinickog ishoda pacijenta. Razlicite dijagnosticke

metode koriste se za otkrivanje.

Godine 2005. Barry Marshall 1 Robin Warren dobili su Nobelovu nagradu za fiziologiju za
svoj pionirski rad na Helicobacter pylori. Prema rije¢ima Nobelovog odbora, nagradeni su
zbog otkric¢a bakterije 1 njezine uloge u gastritisu i pepti¢kom ulkusu. Povjerenstvo je dodalo:
»Zahvaljujuéi pionirskom otkricu Marshalla i Warrena, peptic¢ki ulkus viSe nije kroni¢no
stanje koje Cesto onesposobljava, ve¢ bolest koja se mozZe izlijeciti kratkim reZimom
antibiotika 1 inhibitora lucenja kiseline (2). Uistinu zanimljiva je ¢injenica kako je profesor
Marshall 1983. godine sam ,,popio* kulturu bakterija kako bi dokazao da ona zaista uzrokuje
ulkus na Zeludcu jer u ono vrijeme znanstvenici su bili skepti¢ni prema ¢injenici da bakterija
moze prezivjeti u izrazitom kiselom pH Zeludca. Za tri dana je razvio gastritis — prekursor

ulkusa.
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1.1.1. Prevalencija Helicobacter pylori

Prevalencija H. pylori je visoka u vecini zemalja. U sjevernoeuropskim i sjevernoamerickim
populacijama je zarazeno dvije tre¢ine odraslih dok je u juznoj i isto¢noj Europi, Juznoj
Americi i Aziji prevalencija ¢esto viSa od 50 % (3). Procjenjuje se da je oko 4.4 milijardi ljudi
inficirano bakterijom (4). Sama prevalencija infekcije H. pylori veca je u zemljama u razvoju
u usporedbi s razvijenim zemljama i moZe varirati ovisno dobi, spolu, etnickoj pripadnosti,
mjestu rodenja i socioekonomskim ¢imbenicima (5). Prema istrazivanjima, prevalencija H.
pylori u Hrvatskoj kod odraslih osoba moze varirati izmedu 40 % 1 50 % Sto je neSto manje u
usporedbi s proslim desetlje¢ima kad je prevalencija bila vise (6). Prevalencija infekcije opada
u mnogim zemljama zbog poboljSanja sanitarnih uvjeta, zivotnog standarda, boljom

zdravstvenom skrbi i Sirim pristupom antibioticima.

1.2.  Dijagnosticke metode

Dijagnosticke metode dijele se na invazivne (endoskopske) 1 neinvazivne metode.
Neinvazivne metode ukljucuju: urea izdisajni test (UIT), antigenski testovi (AT) u uzroku
stolice, serologiju i molekularne metode. Invazivne metode ukljucuju endoskopsko snimanje,
brzi test ureaze, histologiju, kulturu i molekularne metode (7). HistoloSke metode ukljucuju
bojanje po Gramu, Giemsi i imunolosko bojenje te mikroskopsko promatranje tipi¢nih
bakterija. Pregledom krvi 1 sline dokazuje se postojanje specificnih antitijela u zarazene
osobe. NajceS¢e koriStena 1 najjeftinija metoda je pregled stolice kojom se dokazuje
postojanje antigena u stolici bolesnika. Testovi antigena se izraduju pomocu enzimskih
imunotestova 1 imunokromatografije. Koristi se i1 polimerazna lanc¢ana reakcija (PCR prema
engl. polymerase chain reaction) koja omogucuje vecu tocnost od ostalih metoda zbog bolje
detekcije u uzrocima s manje bakterija (8). Invazivne metode provode se u sklopu
specijalisti¢ke gastroenteroloske obrade i1 ukljuuju provodenje endoskopskog pregleda

jednjaka, Zeluca i dvanaesnika (9). Uzorci tkiva se uzimaju prilikom endoskopskog pregleda.
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1.2.1. Imunokromatografski test

Imunokromatografski test (ICT prema engl. Immunochromatographic test) je test kojim se
detektira antigen H. pylori u uzorku stolice. Postoje dvije vrste tih neinvazivnih testova, a to
su imunokromatografski "screening" testovi za kvalitativnu detekciju te ELISA (engl. enzyme
linked immunosorbent essay) laboratorijski testovi (10). Ovaj test je visoko specifican,
osjetljiv, jednostavan i osim utvrdivanja aktualne infekcije koristi se kao kontrola za napredak
terapije. Stolica se ponovno testira nakon 4 do 8 tjedana od pocetka terapije kako bi se dobio

dobar uvid u proces lijecenja bolesnika.

1.2.2. Test ureaze

Test ureaze je biokemijski test koji se koristi za detekciju enzima ureaze. Helikobakter otpusta

enzim ureazu koji razgraduje ureu u amonijak i ugljicni dioksid (CO,).

Test je jednostavan 1 brz §to ga Cini jako korisnim testom za identifikaciju organizama koji

proizvode ureazu u klini¢kim i laboratorijskim uvjetima.

Slika 1. Prikaz PyloPlus RUT brzog testa ureaze tvrtke Laborie sa sjediStem u SAD-u
(Sjedinjene Americke DrZave). Ruzi€asta boja ukazuje na prisustvo u organizmu. (izvor:

fotografirala autorica)

Slika 2. Prikaz negativnog rezultata testa ureaze. (izvor: fotografirala autorica)
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1.2.3. Brzi ureazni test

Brzi ureazni test ili urejni izdisajni test je najpopularniji neinvazivni test. Bazira se na
otkrivanju oznatenog uglji¢nog dioksida (oznacenog izotopom ugljika — *C ili "*C) u uzorku
izdahnutog zraka. Temelji se na rezultatu enzimske ureazne aktivnosti helikobaktera.
Osjetljivost 1 specificnost mu je najces¢e visa od 95 %. Sam postupak je brz pa su rezultati

obi¢no dostupni unutar nekoliko dana.

Rezultat teksta iskazuje se kao razlika omjera '*CO,/'*CO,. Uzroci se mogu analizirati
razli¢itim tehnologijama: masenom spektrometrijom odnosa izotopa (IRMS prema engl.
Isotope Ratio Mass Spectrofotometry), nedisperzivnim infracrvenim spektroskopom (NDIS
prema engl. Non-Dispersive Infrared Spectroscopy) ili laserskim potpomognutim
analizatorom omjera (LARA prema engl. Laser Assisted Ratio Analizer) (11). Sve navedene

metode postizu jednake rezultate.
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1.2.4. Biopsija zelucane sluznice

Biopsija Zelucane sluznice je medicinski postupak kojim se uzima mali uzorak tkiva iz
sluznice Zeluca radi mikroskopskog pregleda. Ovaj postupak se najcesée izvodi tijekom
gastroskopije. Gastroskopija je endoskopska procedura kojom se kroz usta i jednjak uvodi
tanka cijev sa kamerom (endoskopom) u Zeludac. Tijekom gastroskopije lijecCnik uzima jedan
ili viSe malih uzoraka tkiva pomoc¢u endoskopa. Postupak je obi¢no brz iako moze izazvati

nelagodu.

Razlozi za izvodenje biopsije su sumnja na gastritis, ispitivanje abnormalnosti, sumnja na rak
zeludca i sumnja na Helicobacter pylori infekciju. Histoloskim pregledom boji se uzorak veé
spomenutim bojama $to omogucava mikroskopsko prepoznavanje bakterije. Od molekularnih
metoda se koristi PCR kojom se detektira deoksiribonukleinska kiselina (DNA prema engl.
deoxyribonucleic acid) u uzorku tkiva. Metoda koja se koristila za ovaj rad je kultura

bakterija.

Kako se H. pylori rutinski izolira kulturom iz uzoraka biopsije ljudskog Zeludca organizmu su
potrebni mikroaerofilni okolis i slozeni mediji. Medutim Columbia Agar Base ili Brain Heart
Infusion s dodatkom krvi ili seruma obi¢no se smatra prikladnom za kulturu. Primarna
izolacija organizma iz uzorka zeluCane biopsije zahtijeva uzgoj 5 — 7 dana u mikroaerfilnoj
atmosferi stvorenoj u spremniku pomocu komercijalno dostupnog generatora atmosfere
(vrecice) (12). Selektivni 1 neselektivni mediji obogaceni krvlju/serumom preporucuju se za
uzgoj iz uzoraka zeluCane biopsije, ¢ime se povecava osjetljivost kulture. Dodavanje

antibiotika u podlogu preporucuju za selektivne medije kako bi se olakSala primarna izolacija.
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Slika 3. Prikaz izgleda kolonije Helicobacter pylori na HP agaru. (izvor: fotografirala

autorica)

Smatra se kako je bakterioloska kultura zahtjevan, dugotrajan postupak i nepotreban za
rutinsku dijagnozu infekcije H. pylori jer ¢e drugi neinvazivni testovi otkriti dokaze o
mikroorganizmu kod vecine pacijenata (13). Usprkos tome uzgoj kulture smatra se zlatnim
standardom jer moZe dati pouzdanije rezultate nego ICT (npr. zbog krizne reaktivnosti) 1

vazan je za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti.

1.3. Lijecenje

Lijecenje infekcije bakterijom Helicobacter pylori obicno se sastoji od kombinacije
antibiotika i lijekova koji smanjuju kiselost Zeluca kako bi se u€inkovito iskorijenila bakterija
1 omogucilo zacjeljivanje sluznice Zeluca. Ova terapija je poznata kao trostruka terapija ili

Cetverostruka terapija.
Trostruka terapija je najceséi pristup lijecenju i ukljucuje:

1) IPP (inhibitori protonske pumpe) - lijekovi poput omeprazola ili pantoprazola
smanjuju proizvodnju zelucane kiseline pomazuci zacjeljivanje sluznice i pojacavajuci

udinak antibiotika.
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2) Dva antibiotika: Obi¢no se koriste kombinacije antibiotika kao su klaritromicin,

amoksicilin ili metronidazol.

Cetverostruka terapija se primjenjuje ako je trostruka neuspjesna ili ako postoji rezistencija na

antibiotike, a sastoji se od:

1) IPP.

2) Bizmut -subsalicilat: Djeluje kao zastitnik sluznice 1 posjeduje antibakterijska
svojstva.

3) Dva antibiotika: Najces¢e kombinacije ukljucuju metronidazol i tetraciklin ili

amoksicilin.

Zbog povecane otpornosti H. pylori na odredene antibiotike terapija moze zahtijevati
prilagodbu prema rezultatima testa osjetljivosti (antibiograma). Klaritromicin je antibiotik iz
grupe makrolida. Djeluje tako da inhibira sintezu proteina u bakterijama §to dovodi do
zaustavljanja rasta i razmnozavanja bakterija. Posebno je ucinkovit protiv gram-pozitivnih
bakterija kao i protiv odredenih gram-negativnih bakterija. Amoksicilin je antibiotik iz grupe
penicilina koji se Siroko koristi za lijecenje razli¢itih bakterijskih infekcija. Djeluje tako da
inhibira sintezu stani¢ne stijenke bakterije $to dovodi do njihove smrti. Kao i klaritromicin je
posebno ucinkovit protiv gram-pozitivnih bakterija. Metronidazol je antimikrobni lijek koji
ubrajamo u skupinu nitroimidazola i djeluje tako da ometa sintezu DNA mikroorganizma.
Tetraciklin je antibiotik koji se obi¢no koristi kao dio kombinirane terapije za lijecenje
infekcija uzrokovanih Helicobacter pylori. Tetraciklin djeluje tako da inhibira sintezu
bakterijskih proteina, sprjeava rast i razmnoZavanje bakterije. Levofloksacin je jo§ jedan
antibiotik koji se moze koristiti kao dio rezima lijeCenja, osobito u slucajevima kada
standardni tretmani ne uspiju ili kada postoji poznata otpornost na antibiotike prve linije.
Levofloksacin se ¢esto koristi u onome $to je poznato kao trostruka terapija ili Cetverostruka
terapija temeljena na levofloksacinu. Levofloksacin je fluorokinolonski antibiotik koji djeluje
tako da inhibira sintezu bakterijske DNA S§to u konacnici ubija bakterije. Rifampicin je
antibiotik koji se povremeno koristi kao dio rezima lijeCenja infekcija H. pylori osobito u
slu¢ajevima otpornosti na najcesée koriStene antibiotike. Rifampicin se obi¢no ne koristi kao
prva linija lije¢enja H. pylori zbog nuspojava i rizika od razvoja otpornosti. Medutim, moZe se
koristiti kao dio druge linije ili terapije kada standardni tretmani ne uspiju. Rifampicin djeluje
tako da inhibira sintezu bakterije RNA S§to sprjeava bakterije u proizvodnji bitnih proteina
potrebnih za prezivljavanje. Ako se rifampicin razmatra kao dio lijeenja H. pylori vrlo vazno
je da terapiju vodi zdravstveni djelatnik koji moze pratiti nuspojave i po potrebi prilagoditi

7
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lije¢enje. Kao $to je ve¢ napomenuto infekcije helikobakterom obic¢no se lije¢e kombinacijom
antibiotika kako bi se ucinkovito uklonile bakterije i smanjio rizik razvoja otpornosti na

antibiotike.

1.3.1. Antimikrobna osjetljivost

Antimikrobna osjetljivost se odnosi na sposobnost mikroorganizma da budu inhibirani ili
uniSteni djelovanjem antimikrobnih sredstava. Testiranje antimikrobne osjetljivosti je
laboratorijska metoda koja se koristi za odredivanje ucinkovitosti odredenih antimikrobnih
lijekova protiv odredenih patogena. Ovaj test se provodi u klini¢kim laboratorijima kako bi se

pomoglo lijecnicima u odabiru najprikladnijeg lijecenja za infekcije.
Rezultati testiranja antimikrobne osjetljivosti se izrazavaju kao:

1) Osjetljiv (S): Mikroorganizam je osjetljiv na odredeni lijek $to znaci da lijek moze
ucinkovito suzbiti ili unistiti mikroorganizam pri normalnim terapijskim dozama.

2) Osjetljiv uz povisenu izloZenost antibiotiku (I): Mikroorganizam pokazuje osjetljivost
ako se lijek primjeni u ve¢im dozama ili na mjestima u tijelu gdje se lijek nakuplja.

3) Otporan (R): Mikroorganizam je otporan na lijek Sto znaci da taj lijek nece biti

ucinkovit za lijecenje infekcije uzrokovane tim mikroorganizmom.

Testiranje antimikrobne osjetljivosti je klju¢no za pravilno lijeenje infekcija 1 sprjecavanje
razvoja otpornosti na antibiotike. Helicobacter pylori je patogen za koji stvara sve vecu
otpornost na antibiotike te predstavlja ozbiljnu prijetnju ljudskom zdravlju (14). Stope
eradikacije Helicobacter pylori pale su posljednjih godina, uglavnom zbog pojave infekcija
otpornih na antibiotike. Doista, Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) je nedavno oznacila
H. pylori infekciju otpornu na klaritromicin visokim prioritetom za istraZivanje (15). Postoji
nekoliko problema povezanih s lije€enjem eradikacije H. pylori. Razli¢iti reZimi lijecenja
trenutno se koriste diljem svijeta, a standardno lijeenje razlikuje se ovisno o regiji i zemlji.
Drugo, antimikrobna otpornost H. pylori raste zbog neselektivne uporabe antibiotika (16).
Otpornost na metronidazol je relativno ¢esta i moze se kretati od 10 % do viSe od 50 % ovisno
o geografskom podrudju. Sto se amoksicilina tie u usporedbi s drugim antibioticima H.
pylori pokazuje relativno nisku stopu otpornosti na amoksicilin. Otpornost helikobaktera na
amoksicilin je opcenito rijetka, obicno ispod 1 do 2 % u vecini svjetskih regija (17). To znaci

da je amoksicilin i dalje vrlo u¢inkovit u lije¢enju H. pylori infekcija u ve€ini slucajeva.
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi rada su:
1. Ispitati uCestalost H. pylori u ispitivanom period u uzorcima stolice ICT metodom.

2. Ispitati ucestalost H. pylori u ispitivanom periodu u uzorcima dobivenim biopsijom

zelucane sluznice.
3. Ispitati antimikrobnu osjetljivost izolata.

4. Prikazati demografska obiljezja ispitanika.



3. ISPITANICII METODE

3. ISPITANICII METODE

3.1. Ustroj studije

Studija je izvedena kao presjecna studija.

3.2. Ispitanici

U istrazivanje su bili ukljuceni rezultati pacijenata ¢iji su uzorci (stolica i/ili bioptat Zelu€ane
sluznice) u okviru laboratorijske dijagnostike radi sumnje na infekciju H. pylori u periodu od
18. 5. 2020. do 31. 12. 2023. godine analizirani na Zavodu za klinicku mikrobiologiju i
bolnicke infekcije Klinike za infektologiju KBC Osijek. Za potrebe ovog istrazivanja
koriSteni su podatci o broju uzoraka i rezultatima testiranja i demografske osobitosti
pacijenata dobiveni iz arhivske elektronike baze podataka Zavoda. Osobni podatci bolesnika

nigdje nisu koristeni.

3.3. Metode

Laboratorijska dijagnostika kod sumnje na infekciju H. pylori, obuhvaca vise, ranije opisanih,
dijagnostickih testova. U laboratoriju Zavoda za klini€¢ku mikrobiologiju 1 bolnicke infekcije
KBC Osijek dijagnostika se temeljila na dvije dijagnosticke metode. Jedna je
imunokromatografski test koji je detektirao prisutnost fekalnog antigena bakterije
Helicobacter pylori u uzorku stolice koji nije bio stariji od 24 h. Druga koriStena metoda je

kultivacija uzoraka dobivenih biopsijom Zelu¢ane sluznice 1 uzgoj H. pylori.

33.1.1. ICT

U uvodu je ta metoda opcenito opisana, ali budu¢i da je to metoda koja je koriStena za
dobivanje statistickih podatke za ovaj rad valja je detaljnije opisati. Temelji se na principu
imunoloske reakcije izmedu specifi¢nih antitijela 1 antigena prisutnih u uzorku. Test traka

sadrzi specificna antitijela koja su reagirala s antigenima H. pylori te se pojavila vidljiva linija
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ako su antitijela bila prisutna. Opc¢enite prednosti ove metode su to Sto brzo daje rezultate (15
do 30 minuta), jednostavna je, jeftina i moze se koristiti na terenu bez posebne potrebe za

laboratorijskom opremom.
Postupak:
1) Uzimanje uzorka:
e Za antigenski test: Prikupljao se uzorak stolice.

2) Priprema seta za testiranje: Sam kit nije bilo potrebno pripremati u laboratoriju vec je

to komercijalan test koji sadrzi test traku ili kasetu zajedno s puferskom otopinom.
3) Aplikacija uzoraka:

e Uzorak stolice: Mala koli¢ina uzorka stolice se pomijesala s puferskom

otopinom i nekoliko kapi uzorka stolice se nanijelo na kasetu za testiranje.
4) Inkubacija: Uzorak se pustio da migrira duz test trake Sto je trajalo 10 do 15 minuta.
5) Tumacenje rezultata:

e Pozitivan rezultat: Pojava obojene linije u testnoj i kontrolnoj regiji ukazale su

na prisutnost helikobaktera u stolici

e Negativan rezultat: Jedna linija u kontrolnoj regiji, a bez linije u testnoj

ukazala je na negativan rezultat.

Valja napomenuti ako se u kontrolnoj regiji ne pojavi linija test je nevazeci 1 treba ga
ponoviti. Isto tako postoji mogucnost krizne reaktivnosti §to dovodi do lazno pozitivnih ili

laZzno negativnih rezultata.

Tocan test koji je koristen je Accu- Tell® H. pylori antigen Rapid Test Cassette tvrtke
Accubiotech Co sa sjedisStem u Kini. To je brzi imunoloski kromatografski test za kvalitativno
otkrivanje H. pylori antigena u uzorcima ljudskog fecesa. Najprije se prikupila dovoljna
koli¢ina fecesa (1 do 2 mL ili 1 do 2 g) u €istu, suhu posudu. Analiza se provela unutar 6 sati
nakon prikupljanja. Nakon toga odvio se Cep posude za uzorke te se nasumicno aplikatorom
za prikupljanje uzorka ubolo na najmanje 3 razli¢ita mjesta kako bi prikupili priblizno 50 mg
uzorka. Sto se ti¢e tekuéih uzoraka kapaljkom se aspirirao uzorak, a zatim se su prenijele
dvije kapi u epruvetu za prikupljanje uzorka u kojoj je bio pufer za ekstrakciju. Snazno se

zategnuo cep, epruveta se snazno protresla kako bi se pomijesali uzorak i pufer. Vrecica se

11
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stavila na sobnu temperaturu prije otvaranja. Iz vre€ice se izvadila test kaseta koja je morala
biti upotrijebljena unutar jednog sata. Epruveta se drzala uspravno, otvorio se ¢ep i prenijele
su se dvije pune kapi ekstrahiranog uzorka u udubinu za uzorak na kaseti. Zatim se pokrenula
Stoperica. Rezultati su se ocitavali nakon 10 minuta. Inace se rezultati ne smiju se Citati ako je

proteklo 20 ili viSe minuta.

12
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Slika 4. Na kaseti se vide dvije obojene linije $to ukazuje na postojanje bakterije u organizmu,

tj. ovo je prikaz pozitivnog rezultata. (izvor: fotografirala autorica).

Slika 5. Prikaz negativnog testa iz istog komercijalnog kita. Obojena je samo kontrolna linija

$to ukazuje na odsustvo helikobaktera. (izvor: fotografirala autorica)
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3.3.1.2.Uzgoj H. pylori od uzorka bioptata zelucane sluznice

Uzorci Zelu€ane sluznice dobiveni biopsijom su promptno po uzorkovanju dostavljeni u
laboratorij. Bioptati su potom inokulirani na kruta selektivna hranilista (npr, Pyl agar) 1 bujon
koji sadrzi ureu. Hranilista su inkubirana u mikroaerofilnim uvjetima i vlaznoj atmosferi 7
dana na 37°C, a bujon s ureom inkubiran je aerobno na 37°C. Ukoliko je bio prisutan
helikobakter, bujon je promijenio boju iz roze u ljubiCastu. Agare se pregledavalo na
karakteristi¢an makroskopski izgled kolonija helikobaktera na povrSini agara, od suspektnih
kolonija je napravljen mikroskopski preparat koji je bio bojen po gramu, a konacna
identifikacija provodila se matricom potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom
(MALDI-TOF prema engl. matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) i

spektrofotometrijom masa (Bruker Maldi Biotyper).

e e e A

Slika 6. Prikaz nanoSenja uzorka na agar kako bi u inkubaciji porasle bakterije. (izvor:

fotografirala autorica)
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Slika 7. Prikaz spremnika za uzgoj s generatorom mikroaerofilne atmosfere. (izvor:

fotografirala autorica)

3.3.2. E-testovi

Osjetljivost izolata H. pylori na klaritromicin, metronidazol, amoksicilin, levofloksacin,

rifampicin i tetraciklin ispitana je na MH-F agaru.

Suspenzija gustoce 0,5 McFarland standard (5x10 5 CFU/mL) nanesena je na povrSinu
Mueller Hinton Fastidious agara (MH-F), a na povrSinu su se aplicirali E-testovi navedenih
antibiotika i potom su inkubirani u mikroaerofilnoj atmosferi. Vrijednosti MIK-a (minimalne
inhibitorne koncentracije) pojedinog antibiotika interpretirane su prema standardima
Europskog odbora za testiranje antimikrobne osjetljivosti (EUCAST prema engl. The

European Committee on antimicrobial susceptibility testing (18).
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Slika 8. Prikaz helikobaktera rezistentnog na amoksicilin i klaritromicin. Oko test trake nema
zone inhibicije §to upucuje na rezistentnost bakterije na ispitivane antibiotike. (izvor:

fotografirala autorica)

Slika 9. Prikaz helikobaktera osjetljivog na rifampicin. Oko test trake postoji zona inhibicije

Sto upucuje da ovaj soj je osjetljiv na spomenuti antibiotik (izvor: fotografirala autorica)
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3.4. Statisticke metode

Kategorijski podaci opisivani su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike kategorijskih
varijabli testirane su 7y’ testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost
raspodjele numeric¢kih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Zbog kontinuiranih
varijabli koje ne slijede normalnu raspodjelu, numericki podaci opisani su medijanom i
granicama interkvartilnog raspona. Razlike u kontinuiranim podatcima po godinama testirane
su Kruskal Wallisovim testom (post hoc test Conover ). IzvjeSée o provedenom istrazivanju
nadinjeno je prema smjernicama za izvjeStavanje rezultata istrazivanja u biomedicini i

zdravstvu (19).

Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na Alpha=0,05. Za
statisticku analizu koriSten je statisticki program MedCalc® Statistical Software version

22.018 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2024).
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4. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 798 uzoraka, od kojih je 125 15,7 %) iz 2020. godine, 194
(24,3 %) iz 2021. godine, 225 (28,3 %) iz 2020. godine i iz 2023. godine 253 (31,7 %)
uzoraka. S obzirom na uzorak, 538 (67,4 %) uzoraka je iz stolice, a bioptata sluznice Zeluca
260 (32,6 %). Od ukupno 65 (25,3 %) pozitivnih nalaza bioptata sluznice zeluca, znac¢ajno ih
je vise tijekom 2021. i 2022. godine (% test, P = 0,04). Nema znadajnih razlika u raspodjeli
uzoraka izmedu pozitivnih i negativnih nalaza iz stolice, te ukupnog broja pozitivnih i

negativnih nalaza po godinama (Tablica 1).

Tablica 1. Raspodjela uzoraka po godinama i rezultata analiza

Broj (%) uzoraka

Uzorak P*
2020 2021 2022 2023 Ukupno
Negativno 32 (94,1) 41(70,7)  61(70,1) 58(74,4) 192(74,7)
Bioptat 0.04
sluznice Pozitivno 2 (5,9) 17(29,3) 26(29,9) 20(25,6) 65(25,3)
zeluca Ukupno ~ 34(100) 58 (100)  87(100) 78(100) 257 (100)
Negativno 115 146
73 (83) 114 (83,8) 448 (83,4)
(83,3) (83,4) 0,99
Stolica Pozitivno  15(17) 22 (16,2) 23 (16,7) 29 (16,6) 89 (16,6)
Ukupno 138 175
88 (100) 136 (100) 537 (100)
(100) (100)
108 176 204
Ukupno negativno 155 (79.,9) 643 (80,7)
(86,4) (78,2) (80,6) 0,31
Ukupno pozitivno 17 (13,6) 39(20,1) 49(21,8) 49(19,4) 154 (19,3)
Ukupan broj uzoraka 125 225 253
o 194 (100) 797 (100)
godisnje (100) (100) (100)
*5? test
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Spol je poznat u 764 uzoraka, od kojih je 251 (32,9 %) uzorak od bolesnika muSkog spola, a
513 (67,1 %) od bolesnika zenskog spola.

Nema znacajne razlike u raspodjeli uzoraka prema spolu i rezultatu, u kulturi ili antigenskom

testu po godinama pracenja (Tablica 2).

Tablica 2. Raspodjela uzoraka po rezultatu nalaza u odnosu na spol po uzorku i godini

pracenja
Broj (%) uzoraka u odnosu na spol .
, P
Muski Zenski Ukupno

2020.
Negativno 7 (87 23 (96 30 (94

Kultura s ®7) ©6) ©4) 0,40
Pozitivno 1(13) 1(4) 2 (6)
Negativno 18 (72 49 (89 67 (84)

Antigenski test g . (72) () ( 0,06
Pozitivno 7 (28) 6 (11) 13 (16)

2021.
Negativno 7 (78) 31(67) 38 (69)

Kultura s 0,54
Pozitivno 2 (22) 15 (33) 17 (31)
Negativno 48 (81) 66 (86) 114 (84)

Antigenski test 0,49
Pozitivno 11 (19) 11 (14) 22 (16)

2022.
Negativno 20 (77 36 (64 56 (68

Kultura s (77) (64) (68) 0,25
Pozitivno 6 (23) 20 (36) 26 (32)
Negativno 38 (81) 74 (85) 112 (84)

Antigenski test s 0,53
Pozitivno 9(19) 13 (15) 22 (16)

2023.
Negativno 25 (86 31 (66 56 (74

Kultura s (86) (66) (74) 0,06
Pozitivno 4 (14) 16 (34) 20 (26)
Negativno 38 (81 100 (85 138 (84

Antigenski test s 81 (83) (84) 0,54
Pozitivno 9(19) 18 (15) 27 (16)

*y % test
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U uzorcima stolice, znacajno su mladi ispitanici tijekom 2020. godine u odnosu na sve ostale
godine, a dob ispitanika 2021. godine znacajno je niza u odnosu na 2022. i 2023. godinu

(Kruskal Wallisov test, P <0,001) (Tablica 3).

Tablica 3. Razlike u dobi ispitanika s obzirom na uzorak i godine pracenja

Medijan (interkvartilni raspon) dobi

P*

2020. 2021. 2022. 2023.
35 41 53 51

Stolica <0,001"
(14 - 57) (20 - 61,8) (34 - 65) (29,8 - 64)

Bioptat 55 57 54 57,5

o 0,77
sluznice zeluca  (37,3-65,8) (44 - 64) (42,8 - 66,3) (43,5 - 66)

*Kruskal Wallis test (post hoc test Conover)

"ha razini P < 0,05 znacajne razlike (2020.) vs. (2021., 2022., 2023.); (2021.) vs. (2022.,
2023.)

Negativna nalaz imaju znacajno mladi ispitanici tijekom 2020. godine u odnosu na sve ostale
godine, a ispitanici 2021. godine su znacajno mladi usporedujuci ih s ispitanicima 2022.
godine (Kruskal Wallisov test, P <0,001). U pozitivnim nalazima nema znacajne razlike u

dobi po godinama (Tablica 4).

Tablica 4. Razlike u dobi ispitanika s obzirom na rezultat 1 godine pracenja

Medijan (interkvartilni raspon) dobi

Rezultat pP*
2020. 2021. 2022. 2023.
42 47,5 53,5 52

Negativno < 0,001
(17-57) (25,3-62) (36,3-65,8) (34-64)
58 54 53 57

Pozitivno 0,61
(36,25 -63,5) (31-65) (40,25 - 66) (45 - 66)

*Kruskal Wallis test (post hoc test Conover)
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"ha razini P < 0,05 zna&ajne razlike (2020.) vs. (2021., 2022., 2023.); (2021.) vs. (2022.)

U uzorcima stolice, znacajno su mladi ispitanici s negativnim nalazom tijekom 2020. godine u
odnosu na sve ostale godine, te tijekom 2021. godine u odnosu na 2022. i 2023. godinu

(Kruskal Wallisov test, P < 0,001).

Nema znacajnih razlika u dobi ispitanika kod pozitivnog nalaza iz stolice, te kod bilo kojeg

nalaza u bioptatu sluznice zeluca (Tablica 5).

Tablica 5. Razlike u dobi ispitanika s obzirom na rezultate pojedinog uzorka i godine pracenja

Medijan (interkvartilni raspon) dobi po godinama

P*

2020. 2021. 2022. 2023.

Stolica
29 39 52 51

Negativno <0,001°
(13 -53.5) (19-61) (32,5 -65) (27 - 64)
58,5 48,5 56,5 55

Pozitivno 0,56
(38 - 64,5) (20 - 63,5) (39,8-66,5)  (39-65)

Bioptat sluznice Zeluca
55 57 56 56,5

Negativno 0,98
(39,8-66,3) (43 -64) (44,3-66,8) (43-65)
47 58 49,5 58,5

Pozitivno 0,26
(26,3-51,8)  (50-65,5) (39,5 - 64) (51,8 -67,5)

*Kruskal Wallis test (post hoc test Conover)

"ha razini P < 0,05 znacCajne razlike (2020.) vs. (2021., 2022., 2023.); (2021.) vs. (2022.,
2023.)

Osjetljivost na uzrocnika Helicobacter pylori testirala se na amoksicilinu, tetraciklinu,

klaritromicinu, metronidazolu, levofloksacinu 1 rifampicinu.

21



4. REZULTATI

Tijekom 2020. godine nema znacajnih razlika u senzitivnosti ili rezistentnosti pojedinih

lijekova s obzirom na uzro¢nika.

U 2021. godini znacajno su vise senzitivni nego li rezistentni amoksicilin, tetraciklin,
rifampicin (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) i levofloksacin (Fisherov egzaktni test,
P =0,005), dok je metronidazol znacajnije vise otporniji nego li osjetljiv (Fisherov egzaktni

test, P <0,001).

Tijekom 2022. godini znacajno su vise osjetljivi nego li otporniji amoksicilin, tetraciklin,
rifampicin i levofloksacin (Fisherov egzaktni test, P <0,001), dok nema znacajne razlike u

senzitivnosti 1 rezistentnosti u sluc¢aju klaritromicina i metronidazola.

Znacajno su vise otporniji nego li osjetljivi tijekom 2023. godine klaritromicin i metronidazol.

(Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 6).

22



4. REZULTATI

Tablica 6. Osjetljivost lijekova na uzrocnika Helicobacter pylori po godinama.

Uzro¢nik Broj (%) uzoraka u odnosu na osjetljivost

Helicobacter pylori  Senzitivan Rezistentan Ukupno P
2020.

Amoksicilin 2 0 2 0,33
Tetraciklin 2 0 2 0,33
Klaritromicin 1 1 2 >(,99
Metronidazol 0 0 0 -
Levofloksacin 0 0 0 -
Rifampicin 0 0 0 -
Ukupno 2 1

2021.

Amoksicilin 14 3 17 <0,001
Tetraciklin 17 0 17 <0,001
Klaritromicin 6 11 17 0,08
Metronidazol 2 15 17 <0,001
Levofloksacin 13 4 17 0,005
Rifampicin 12 0 12 <0,001
Ukupno 17 16

2022.

Amoksicilin 20 5 25 <0,001
Tetraciklin 24 1 25 <0,001
Klaritromicin 11 14 25 0,14
Metronidazol 12 13 25 0,38
Levofloksacin 23 2 25 <0,001
Rifampicin 21 4 25 <0,001
Ukupno 26 21

2023.

Amoksicilin 18 2 20 <0,001
Tetraciklin 20 0 20 <0,001
Klaritromicin 4 16 20 <0,001
Metronidazol 5 15 20 <0,001
Levofloksacin 17 3 20 <0,001
Rifampicin 13 7 20 0,19
Ukupno 20 18

*Fisherov egzaktni test
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U ispitivanom periodu od 18. 5. 2020. do 31. 12. 2023. ukupno je analizirano 798 uzoraka
stolice 1 bioptata zeluCane sluznice pri ¢emu je analizirano gotovo dvostruko viSe uzoraka
stolica nego bioptata sluznice zeludca. Tome u prilog ide Cinjenica da je endoskopija ZeluCane
sluznice invazivna metoda i moze biti neugodna za pacijenta dok je ICT daleko jednostavniji
za pacijenta, a sam test ima visoku osjetljivost i specificnost—Analizom rezultata ovog
istrazivanja uoceno je da je 25 % antigenskih testova i 17 % bioptata pozitivho na prisustvo
H.pylori, za razliku od studije u kojoj je sudjelovao 61 pacijent, a H. pylori je dijagnosticiran
u oko 60 % Zelu€anih biopsija, dok je 40 % bilo pozitivnih nalaza u uzorcima stolice (20).
Visi postotak pozitivnih nalaza Zelu€anih biopsija zabiljeZen je u rezultatima ovog istrazivanja
jer je tijekom 2021. i 2022. godine bilo znacajno vise i analiziranih ali i pozitivnih nalaza.
Mogu¢éi razlog tome je 1 pandemija COVID-19 kada su slijedom nastalih okolnosti
dijagnosticki (i terapijski resursi) bili prije svega fokusirani na dijagnostiku SARS-CoV-2

virusa.

lako je analizirano dvostruko viSe uzoraka bolesnika zenskog spola , nije uocena statisticki
znacajna razlika obzirom na spol, vrstu i rezultat provedene analize. Za razliku od rezultata
ovog istrazivanja, prema studiji Ibrahima i suradnika, kojom su obuhvaceni rezultati 244
presjecnih istrazivanja, muski spol je opcenito povezan s ve¢om prevalencijom infekcije H.
pylori,, u djece kao i u odraslih (21). Iako su potrebna daljnja istraZivanja kako bi se razumjeli
mehanizmi kojima spol moZe utjecati na stjecanje i/ili postojanost infekcije rezultati podupiru
mali doprinos spolnih razlika u prevalenciji infekcije na ishode povezane s H. pylori kod

muskaraca, ukljuc¢ujuc¢i nastanak raka Zeluca (22).

Analizom dobi ispitanika u ovom istraZivanju, uoc¢eno da su tijekom 2020. dominirali uzorci
mladih bolesnika u odnosu na ostale godine provedene studije. S mladom dobi nisu povezani
samo uzorci stolice nego su 2021. godine bili obradeni znacajno mladi ispitanici. Smanjena
prevalencija infekcije Helicobacter pylori tijekom pandemije COVID-19 primije¢eno je u
mnogim studijima i moZe se pripisati razli¢itim faktorima, prvenstveno onim vezanim u
promjenama zdravstvenog sustava i ponasanju ljudi tijekom pandemije (23). Moguc¢i razlog
za nizu prevalenciju H pylori tijekom pandemije je ograni¢en pristupim zdravstvenim
sustavima. Tijekom pandemije zdravstveni sustavi su preusmjerili resurse k borbi protiv
COVID-19 §to je dovelo do odlaganja ili smanjenja broju rutinskih pregleda, ukljucujuci

endoskopske procedure za dijagnozu helikobaktera. Time je broj dijagnosticiranih slucajeva
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postao manji. Sto se ti¢e starijih ljudi to je moguéa posljedica savjeta da ne izlaze bezrazlozno
u bolnice, domove zdravlja i druge zdravstvene institucije zato $to su to jedni od glavnih
izvora zaraze mikroorganizmima. Pa je pretpostavka da se zbog opasnosti od oboljenja i
straha pacijenata nisu testirali na H. pylori. Drugi moguéi razlozi za nizu prevalenciju su
promjena higijenskih navika (redovno pranje ruku i noSenje maski), smanjena upotreba
antibiotika za druge infekcije i manjeg kontakta medu ljudima. To ne mora nuzno znaciti
smanjene prevalencije nego su moguce implikacije da je doslo do odlozenih dijagnoza kod

pacijenata sa simptomima gastrointestinalnih promjena.

U 2021. godini mladi ispitanici su imali znacajnije viSe negativnih nalaza u odnosu na sve
ostale godine. Sto se podudara s rezultatima koji govore da su zabiljezene stope infekcije
Helicobacter pylori visoke kod osoba starijih od 40 godina, ali se smanjuju u mladim dobnim
skupinama (24). lako §to se tice pozitivnih nalaza nije bilo razlike u dobi valjalo bi objasniti
kako postoji nekoliko razloga zbog kojih mlada populacija moze biti inficirana te tako opisati
veéu pojavu negativnih nalaza kod mladih ispitanika. Napomenuto je da se bakterija prenosi
kroz kontaminiranu hranu, vodu ili blizak kontakt s inficiranim osobama pa tako mladi ljudi,
posebno oni koji Zive u zajednicama s loSijim sanitarnim uvjetima mogu biti podlozni
infekciji. Razvijanjem Hrvatske, osobito nakon Domovinskog Rata, poboljSani su
socioekonomski uvjeti (s naglaskom na zdravstvenu skrb) te se moze zakljuciti da generacije
rodene poslije rata (tj. mladi ljudi koji su bili ispitivani) imaju znacajno negativne nalaze
stolice. Mnogi ljudi se inficiraju u djetinjstvu, ali nisu svjesni infekcije jer perzistira u tijelu
godinama bez izazivanja simptoma, ali moze postati problemati¢na kasnije u Zivotu. Ulogu
igra 1 genetska predispozicija te razlike u imunoloskom odgovoru igraju ulogu zaSto neki
mladi ljudi razviju simptome ili komplikacije zbog infekcija. Ono S§to je u danaSnjem
modernom svijetu gotovo najveca predispozicija za svaku bolest su stres i prehrana.
Dokazano je kako psiholoski stres pojacava kolonizaciju Zeluca helikobakterom (24). Stres
uslijed uzurbanog nacina zivota, nedovoljno vremena za pravilnu prehranu 1 puSenje mogu
pogorSati simptome 1 povecati rizik od komplikacija kod ve¢ zaraZenih. U Hrvatskoj je
provedeno istraZivanje kako bi se utvrdila rasirenost infekcije. ELISA testom su testirani ljudi
od 20 do 70 godina. Teritorij je podijeljen na 3 dijela: centar, sjever i jug zemlje. Zakljueno
je da kod starije populacije prevladava veca stopa zaraze. Nadalje je utvrdeno kako infekcija
nije jednako raSirena na sva istrazivana podrucja. Prevalencija zaraze gotovo je jednaka na
sjeveru i centru zemlje, dok je na jugu zemlje znacajno razlicita (25). Specificni podaci o

prevalenciji infekcije helikobakterom u Slavoniji nisu Siroko dostupni u javnim izvorima (26).
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Iako se Slavonija smatra ruralnim i manje razvijenim podrucjem postoji moguénost da stopa
prevalencije moze biti visa od gore navedenih podataka. Pretpostavka je da ¢e se doseljenjem
migranta iz siromasnijih zemlja prevalencija povecati zbog Cinjenice da je rizi¢ni ¢imbenik
lode socioekonomsko stanje u djetinjstvu. Cak sanitarni uvjeti nisu najvazniji koliko je

prenapucenost prostora u kojem dijete zivi.

U Hrvatskoj, prevalencija helikobakterom medu odraslom populacijom je relativno visoka,
sli¢no kao i u mnogim drugim zemljama Srednje i Isto¢ne Europe (27). Sto se ti¢e mladih
ljudi prevalencija je manja u razvijenim zemljama (28). Kako infekcija zahvaca ljude svih
dobnih skupina iznenadujuca je ¢injenica kako u pozitivnim nalazima nema znacajne razlike u

dobi.

Osjetljivost Helicobacter pylori ispitana je za amoksicilin, tetraciklin, klaritromicin,
metronidazol, levofloksacin i rifampicin. Tijekom 2020. godine nema znacajnih razlika u
osjetljivosti 1 otpornosti uzro¢nika na pojedine lijekove. Kroz sljedece tri uocena je razlicita
rezistencija na antibiotike. Kako je eradikacija bakterije postao sve veci izazov treba uzeti u
obzir svaku pojavu povecanja rezistentnosti ili smanjenja osjetljivosti. Najnoviji podaci o
rifampicinu ukazuju na razvoj rezistencije kod Helicobacter pylori (29).

No, oni ipak moze biti racionalan izbor za neke sojeve H. pylori rezistentne na vise lijekova 1
kao tre¢a linija eradikacijske terapije.

NajviSe zabrinjava rezistencija na lijekove prve linije koji u 2023.godini iznose amoksicilin,
klaritromicin 1 metronidazol. Ti rezultati su sukladni literaturnim podacima prema kojima
Hrvatska ima visoku stopu rezistencije na klaritromicin (30). Naime, S$to se Republike
Hrvatske tice, prema istraZivanju Hojsak 1 sur. i1 prikazu desetogodi$njeg iskustva (2001. —
2010.) rezistencija na klaritromicin u nelijeCenih bolesnika iznosila je 11,9 %, a na
metronidazol 10,1 %. Tijekom sljedeceg desetljeca statisticki je znaCajno porasla rezistencija
na klaritromicin. ZabiljeZen je 1 porast rezistencije na metronidazol na 16 %. Osim toga, stopa
eradikacije kod nelije¢enih pacijenata bila je u oba istrazivanja ispod 90 %, odnosno ispod
razine koja se smatra poZeljnom (31). Gotovo je ,,normalno* da bakterija sa vremenom se na
svaki antibiotik stvara rezistenciju. Brzina nastanka rezistencije ne ovisi uvijek o samoj
potros$nji antibiotika nego mogu i1 drugi ¢imbenici biti u pitanju. H. pylori je bakterija koja
postaje primjer rezistencije u Europi. Ve¢ u ranijoj djecjoj dobi javlja se rezistencija na
klaritromicin (32). Pretpostavlja se da je razlog tome Sto se djeCje akutne respiratorne

infekcije lijeCe makrolidima. Rezistencija na metronidazol u Europi iznosi od 7 % do 49 %
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(31). Zene redovito dobivaju metronidazol zbog ginekoloskih infekcija pa bi to mogao biti

jedan od razloga pojave rezistencije.

Osim $to je od velikog klinickog znacaja postaviti brzu i to¢nu dijagnozu prisustva H.pylori,
iznimno je vazno nastaviti kontinuirano pratiti antimikrobnu osjetljivost H.pylori u razli¢itim
dijelovima zemalja i svijeta, jer se na tako dobivenim rezultatima temelje lokalne preporuke

odnosno terapijske smjernice za lijeCenje nastalih infekcija.
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6. ZAKLJUCAK

Iz rezultata ovog istrazivanja mogu se donijeti sljede¢i zakljucci:

e Nije uocCena razlika u raspodjeli uzoraka prema spolu i rezultatu, u kulturi ili

antigenskom testu.
e U 2021.12022. godine zabiljezeno je statisticki znacajno viSe izolata H.pylori.

e Uocena je razlika u detekciji infekcija. Cesée je detektirana kod starijih osoba.
e H. pylori postaje primjer rezistentne bakterije.
e Uoceno je da je otpornost na amoksicilin, tetraciklin i levofloksacin niska.

e ZabiljeZen je porast otpornosti na rifampicin u 2023. godini.
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Cilj istrazivanja: Cilj istrazivanja je prikazati osobitosti laboratorijske dijagnostike uzoraka
kod sumnja na infekciju helikobakterom u periodu od 18. 05. 2020. — 31. 12. 2023. godine
Zavoda za klinicku mikrobiologiju i bolnicke infekcije Klinike za infektologiju KBC Osijek.

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao presjecna studija.

Ispitanici 1 metode: U istrazivanje su bili ukljuceni pacijenti €iji su uzorci (stolica i/ili bioptat
zelu€ane sluznice) analizirani radi sumnje na infekciju H. pylori. Dijagnostika se temeljila na
dvije metode. Jedna metoda je bio AT koji detektira prisutnost fekalnog antigena bakterija, a

druga koriStena metoda je kultivacija uzoraka dobivenih biopsijom Zelu€ane sluznice.

Rezultati: Primljeno je 798 uzorka kroz tri godine. Od toga gotovo dvostruko vise uzorka
stolice. Znacajno su vise bili pozitivni uzorci bioptata u 2021. i 2022. godini. Nije postojala
znacajna razlika u raspodjeli uzorka prema spolu i rezultatu, u kulturi ili AT. Uzorak stolice
su dostavljali znac¢ajno mladi ispitanici koji su imali 1 viSe negativnih nalaza stolice. Kod
pozitivnih nalaza nije bilo razlike u dobi. Osjetljivost helikobaktera se testirala na
amoksicilin, tetraciklin, klaritromicin, metronidazol, levofloksacinu i rifampicin. Na
amoksicilin, tetraciklin, rifampicin 1 levofloksacin su se bakterije kroz godine pokazale

senzitivne dok su na metronidazol i klaritromicin bile rezistentne.

Zakljucak: Prevalencija helikobaktera je visoka u cijelom svijetu dok je u Hrvatskoj taj
postotak jo§ ve¢i. Zahvaljuju¢i ICT metodi lako je detektirati bakteriju u organizmu. ICT
metoda je jeftina, brza, jednostavna za obavljanje 1 visoko specificna. Takoder; testiranje

antimikrobne osjetljivosti je od iznimne vaZnosti zbog pra¢enja porasta rezistencije.

Kljucne rijeci: antimikrobna osjetljivost; bioptat sluznice Zeludca; Helicobacter pylori; ICT
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8. SUMMARY

LABORATORY DIAGNOSTICS OF HELICOBACTER PYLORI INFECTION

Objectives: The aim of the study is to present the pecularities of laboratory diagnostics of
samples in suspected Helicobacter infection in the period from 18.05.2020 — 31.12.2023 of
the Department of Clinical Microbiology and Hospital Infections of the University Hospital
Center Osijek.

Study design: The study was conducted as a cross-sectional study.

Subjects and methods: The study included patients whose samples (stool and/or biopsy of the
gastric mucosa) were analyzed for suspected H. pylori infection. Diagnostics was based on
two methods. One method was an antigen test that detects the presence of fecal antigen of
bacteria, and the second method used was the cultivation of samples obtained by biopsy of the

gastric mucosa.

Results: 798 samples were received over three years. Of that, almost twice as many stool
samples. There were significantly more positive biopsy samples in 2021 and 2022. There was
no significant difference in the distribution of the sample according to gender and score,
culture or AT. Stool samples were submitted by significantly younger subjects who had more
negative stool findings. There was no age difference in positive findings. The sensitivity of
Helicobacter was tested to amoxicyline, tetracycline, clarithromycin, metronidazole,
levofloxacin and rifampicin. Over the years, bacteria have proven to be sensitive to
amoxicyline, tetracycline, rifampicin and levofloxacin, while they were resistant to

metronidazole and clarithromycin.

Conclusion: The prevalence of helicobacter is high all over the world, while in Croatia the
percentage is even higher. Thanks to ICT methods, it is easy to detect bacteria in the body.
The ICT method is cheap, fast, easy to perform and highly specific. Also; antimicrobial

susceptibility testing is extremely important to monitor the rise of resistance.

Keywords: antimicrobial susceptibility; biopsy of gastric mucosa; Helicobacter pylori; ICT
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