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Immunoblot Helicobacter 1gG C€
Immunoblot Helicobacter IgA

Imunoblot obsahujici testovaci stripy s extraktdekteoforeticky oddlenych antigefi pro stanoveni
IgG a IgA protilatek protHelicobacter pyloriv lidském krevnim séru nebo plazm

1. Obecné aspekty

Immunoblot Helicobacterje kvalitativni in vitro test ke stanoveni IgG a IgA protilatek prbtelicobacter
pylori v lidském krevnim séru nebo plaznNa rozdil od ELISA nebo zakapavacichidsinto test umaiilje
bezpénou identifikaci a lokalizaci specifickych protiéd pomoci elektroforeticky odténych antiged.
Jednotlivé protilatky mohou poskytnout informactendenci infekcélelicobacter

2. Helicobacter pylori

Prvni popisy organistnve tvaru spirély objevenych v lidském Zaludku $aaa do gelomu 19. a 20. stoleti.
Poprvé usgi v kultivaci bakterii pochézejicich od paci@ritpicich chronickou aktivni gastritidou Marshall
v roce 1982 (1) a Warren v roce 1983 (2). Ti kdvivakterie poprvé podrobrpopsali. Tyto spirdlovité
bakterie se nachazeji hlavrve sliznici v antru, a &i se do korpusu. Prénbyl doporden nézev
Campylobacter pyloridiseboCampylobacter pylorinakonec vSak byl vyt¥en samostatny rodelicobacter

a nazev sefpmenil naHelicobacter pylori

Helicobacter pylorije gramnegativni, spiralovitvarovana bakterie. St&jnjako vSichni zastupci rodu
Helicobacter maHelicobacter pylori2 - 6 unipolarnich Biku, které jsou odpasdné za pohyblivost. Bakterie
produkujefadu chemickych latek a toxinz nichz nejvyznanijSi je ureaza. Ureazddelicobacterrozklada
mocovinu ha amoniak a bikarbonat, které alkalizujilok@rostedi a dale tak chrani bakterii. Pro beapmi
identifikaci bakterie se vyuziva praveakce ureazy.

Stéle je&t neni znadmo, jak sdielicobacter pylori prenéSi. Je pra¥godobné, Ze k ignosu dochazi
prostednictvim oralg-fekalni nebo orakktoralni cestou. Existujetrfimy vztah mezi bakteriHelicobacter
pylori a téngt vdemi duodenalnimi a Zalugtémi viedy a MALT lymfomy. Je také spojena s vySSim rigike
Zaludenich adenokarcinotn(3, 4, 5). V posledni detbyl Helicobacter pyloriklasifikovan do 1. skupiny
karcinogefi podle WHO. Bblizné¢ 50 % s¥tové populace je touto bakterii nakaZzeno, vyskgtivnyslovych
statech je podstatmizsi neZ v rozvojovych zemich. Infekce se obvylskytuje v dtstvi a fgetrvava po
desetileti. Asi u 10% infikovanych paciérge vyviji vazné nemoci, jako jsoiedy Zaludku, karcinomy, nebo
MALT lymfomy (6). F¥i¢inou &chto jevi mohou byt roviZ viry, pripadre jiné faktory (8,9).

Ackoliv razné izolaty Helicobacter pylori vykazuji vysokou genetickou rozmanitost, &nvSechny
fenotypové charakteristiky jsou podobné. V &msné dob jsou znamy pouze fenotypové rozdily u VacA (10)
a s nim spojeného proteinu CagA (11). Z tohdteodu jsou klinické izolaty rozileny do dvou skupin (12).
Je patrné, Ze pacienti s duodenalniieidy jsou infikovany mnoherasgji VacA a CagA (typ Helicobacter
pylori). To naznduje, Ze infekce typu 1 vede k vaznémiilghu choroby (13, 14). Tyto klinické nalezy jsou
podpdeny z pozorovani, kdy lyzaty typu 1, avSak nikalitgpu 2Helicobacter pylori nebogisty VacA mize
zpasobit stevni léze u mySi (8, 15). Vyznam s$pea v CagA geneticky souvisejici regionech PicAieBp
které maji byt odpasdné za indukci cytokiin (19).

3. Diagnostika

V zésad je jasné, kdy ma byt provedena invazivni a neiiwdzdiagnostika. Gastroskopie se dopaije
piedevSim pro vyloteni maligniho onemoéni. K primé detekci patogenu se vyuZiva rychlého uredzového
testu (nap HUT test), pipadré se pouzije histologické barveni podle Whartin-§tarebo mikrobiologicka
kultivace. Pouze prastdnictvim kultivace se testuje rezistence, coZjeité zejména u paciantktei
nereaguji na kbu (16). Nicmén, ani gastritida, ani infekcHelicobacter pylorinemiZze byt potvrzena nebo
vylou¢ena pouze gastroskopii.

V neinvazivni diagnostice, e bytéinnost ureazy detekovana v dechu po podaniemmé@amdaoviny pomoci
dechové zkousky. Detekce sérovych protilatek sgastkiale dlezZitgjSi. Potl&enim Helicobacter pylori
pomoci kombinované antibiotickéclgy (6, 7) se I& nejen gastritida nebo peptickyed, ale také nizka-
maligni lymfoma Zaludsi MALT (17). U peptickych ¥edi bez potlaeni Helicobacter pylori dochazi k
opakovani probléibéhem jednoho roku az u poloviny vSedtipad (18).
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4. Princip testu

Antigeny jsou vyuZity z pozitivniho izolatHelicobacter pyloriVacA a CagA a jsou separovany na zaklad
jejich  molekulové hmotnosti pomoci SDS gelové elafkirézy. Poté jsou antigeny naneseny na
nitrocelul6zovou membranu (Western blot). Membrgea nasleds inkubovana s roztokem protéin
blokujicich nenavazané protilatky, je promyta sstidzana na jednotlivé stripy.

V prvnim kroku jsou prouzky inkubovany séednymi vzorky séra nebo plazmy.éBem inkubace se
protilatky proti Helicobacter pylori piitomné v testovanych vzorcich vazi k antiy@an na testovacich
prouzcich. Nenavazané protilatky jsou odstrgnpromytim a prouzky nésledinkubovany s anti-lidskymi
lgG a IgA protilatkami konjugovanymi gdénovou peroxidazou (HRP). Specificky navazané lat&si jsou
vizualizovany peroxidazou katalyzovanou barevnaakeé Tmavy band, ktery se objevi na odpovidajicim
misg testovaciho stripu, poukazuje rid@mnost antigen-protilatkového komplexu.

Na hornim konci testovaciho prouzku je urmgtontrolni band, ktery se musi objevit kazdém testu.

5. Obsah soupravy
Souprava obsahuje reagencie v mnozstwieboiem pro 20 vySini.

promyvaci pufr A {0x koncentrovany): obsahuje fosfatovy pufr, NaCl, K@tergent, MIT (0.1%) & 100 ml
Oxypyrion (0.2%) jako konzervai latky

substrat TMB (tetramethylbenzidiniipmo k pouziti) 40 ml
mlécny prasek 5¢
inkubaini vanitky na 10 strifg 2 ks
kontrolni strip 1ks
navod k pouziti 1ks
vyhodnocovaci formuta 1ks

5.1. Immunoblot Helicobacter IgG
Mimo reagencie uvedené v bodu 5 souprava dale afesah

zkumavka gislovanymi testovacimi prouzkytQ ks) potazenymiHelicobacter pyloriantigeny 2 ks
Pozitivni kontrola, lidské sérum anti HIV-1/2, ahtCV a HBs-Ag negativni, MIT (< 0.1%) a 100ul
Chloracetamide (<0.1%gerveny vrsek

Negativni kontrola, lidské sérum anti HIV-1/2, aHICV a HBs-Ag negativni, MIT (< 0.1%) a 100l

Chloracetamide (<0.1%), modry vrSek
IgG konjugat: kralii anti-lidské protilatky konjugované s HREOQx koncentrovany, obsahuje NaN| 500l
(< 0.1%), MIT (< 0.1%) a Chloracetamide (<0.1%)eng vrSek

5.2.Immunoblot Helicobacter IgA
Mimo reagencie uvedené v bodu 5 souprava dale afgsah

zkumavka gislovanymi testovacimi prouzkyt @ ks) potazenymiHelicobacter pyloriantigeny 2 ks
Pozitivni kontrola, lidské sérum anti HIV-1/2, ahtCV a HBs-Ag negativni, MIT (< 0.1%) a 160ul
Chloracetamide (<0.1%gerveny vrSek

Negativni kontrola, lidské sérum anti HIV-1/2, aRiCV a HBs-Ag negativni, MIT (< 0.1%) a 160ul

Chloracetamide (<0.1%), modry vrSek
IgA konjugat: kralti anti-lidske protilatky konjugované s HRPOOx koncentrovany, obsahuje NalN| 500l
(< 0.1%), MIT (< 0.1%) a Chloracetamide (<0.1%)ztb&rvy vrSek

6. DalSi potirebné reagencie a vybaveni, které nejsou s&asti soupravy
Deionizovana voda, vakuovy exttak systém s odpadni nddobou a desinfekci na dnfetoztoky, mikro-
pipety, plastové pinzetyidpaka, graduovany odénny valec, vahy.

7. Informace o testu a reagenciich

7.1. Bezpénostni opakeni:

% Kontrolni séra pochazeji od dérmegativnich na anti HIV-1/2, anti-HCV a HBs-Ag. Medem
k inkub&ni dok® infekce je vSakieba zachazet s kontrolnimi vzorky jako s potengiafekénimi.

% Pracujte v ochrannych rukavicich.

% Konjugét obsahuje azid sodny, MIT (methyisothiarelpa Chloracetamide. Vy#ie se kontaktu si&i a
sliznicemi.

s VSechny reagencie a material, kterfijde do kontaktu s potenci&ninfekénimi vzorky, musi byt
vydesinfikovan a autoklavovarifd21°C nejméa 1 hodinu.

% S testovacimi prouzky zachézejte opapomoci pinzety.
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7.2. Zachazeni se soupravou

Reagencie skladujtefipteplog 2—-8°C, nezmrazujte. V8echny komponenty souprawhteeffed pouzitim
nejmérk 30 minut temperovatiplaboratorni teplat (18-25°C). Cela procedura je provad (i laboratorni
teplog.

Identické reagencie (dle t&tych symbal) mohou byt pouZity utznych imunoblat odpovidajici Sarze.
DodrZujte prosim dobu exspirace jednotlivych kongtrsoupravy.

VSechna kontrolni séra maji SarZzi vyzemou na obalu soupravy. Nesmi byt pouZity jiné &areZ jsou
uvedeny.

Pred samotnou analyzou testovana séra a konjugé gobiepejte.

Zkumavky obsahujici testovaci prouzky otvirejterteptsné pred pouZzitim, aby v nich nedochézelo ke
kondenzaci vlhkosti. NepouZzité prouzky nechejte 2keimavce a dale skladujteri p2—8°C (zkumavku
uzavirejte velmi pew#) prouzky nesmi zvihnout!).

Prouzky jsou vzestugroéislovany a ozrigeny zkratkou daného testu.

Pozitivni a negativni kontroly musi byt vZdy tesiay paralelty bez ohledu na mnoZstvi testovanych viaork
To umozni pesnou interpretaci vysledk

Kvalitu soupravy Ize zatiit pouze kEhem doby exspirace uvedené na obalu soupravy.

Chraite veSkeré reagenci¢éqal gimym slunénim swtlem.

Test musi byt proveden pouze zaSkolenymi a kvalfaymi pracovniky.

Test je vhodny i pro zpracovani na automatu. Blif&irmace Zadejte u svého dodavatele.

7.3. Friprava roztoli

7.3.1. Fiprava pracovnihgedni promyvaciho pufru A

Pufr je pouZzivan nejen k promyvani, aleiiekkni vzorki séra a konjugéatu. Podle dto testovanych prouzk
ptipravte odpovidajici objem promyvaciho pufru A (Miabulka 8). Nejprve rozpte ml&ny prasek
v koncentratu promyvaciho pufru A a pak kessipxilijte deionizovanou voduiédni 1+9). Testujete-li jiny
pocet prouZki, nez je uvedeno v tabulce, je nutnéebhy objem promyvaciho pufru dafat.
PracovniredEni promyvaciho pufru A fiZe byt i 2-8°C skladovano 4 tydny. Pracouidni promyvaciho
pufru A je mir zakalené a bez zapachu.

Tab. 8: Priprava promyvaciho pufru A

Pouzité Mléény Koncentrovany Deionizovana Pracovniredéni

prouzky prasek promyvaci pufr A voda promyvaciho pufru A
1 0.1g 2ml 18 ml 20 ml
2 0.2 g 4 mi 36 ml 40 ml
3 0.3g 6 ml 54 ml 60 ml
5 0.5¢g 10 ml 90 ml 100 ml
10 1g 20 ml 180 ml 200 ml
15 15¢ 30 ml 270 ml 300 ml
20 29 40 ml 360 ml 400 ml
25 25¢ 50 ml 450 mi 500 ml
50 5¢ 100 ml 900 ml 1 000 ml

7.3.2. Fiprava roztoku konjugatu

Roztok konjugatu musi bytipraven €sre pred pouzitim. Pracovifedini roztoku konjugéatu neni mozné dale
skladovat. 1 dil koncentrovaného 1gG i IgA konjugéetedi se 100 dily pracovnih@dni promyvaciho
pufru A (1+100).

Potebna mnoZstvi jednotlivych roztbkudava tabulka 9. Testujete-li jiny & prouzk, nez je uvedeno
v tabulce, je nutné pibné objemy danych roztbklopaitat.

Tab. 9: Objemy pro Fedéni anti-lidského 1gG a IgA konjugatu
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Pouzité prouzky * | Koncentrovany IgG nebo IgA konjucgat | Pracovniiedéni promyvaciho pufru A
1 20 pl 2ml
2 40 pl 4 mi
3 60 pl 6 ml
5 100 pl 10 ml
10 200 pl 20 ml
15 300 pl 30 ml
20 400 pl 40 ml
25 500 pl 50 ml

* Objemy jsou pditany bez ,mrtvého objemu“.fpravujte proto roztok konjugatu pro 1-3 prouzkyitav zavislosti na zZisobu
zpracovavani testu (oé nebo na automatu).

7.3.3. Roztok substratu

Roztok substratu jefjpraven k pimému pouziti. Bed pouZitim jej vytemperujte na laboratorni tepl¢i8-
25°C).

Je nutné vyvarovat se kontaminaci roztoku substrég. pouZzitim kontaminované 3y, neba by se tak
ovlivnila citlivost testu.

7.4. Skladovani a stabilita

Reagencie skladujtei-8°C.

Pracovnitedéni promyvaciho pufru A e byt i 2-8°C skladovano 4 tydny.
Roztok konjugatu musi byftipraven vZzdyerstvy.

8. Vzorky

Jako vzorek Ize pouZit krevni sérum nebo plazmarékibyly co nejtive po odebrani separovany od koagula.
Teplem inaktivované vzorky mohouignbovat ¥tSi ztmavnuti pozadi testu. Za vSech okolnastdpghazejte
mikrobialni kontaminaci vzorfk Nerozpustn&astice je nutné ze vzarkodstranit jest pied jejich inkubaci
pomoci centrifugace.

Lipemicka, hemolyticka nebo zakalena séraispbuji ztmavnuti pozadi testmmunoblot Helicobacter
lgG/IgA. Mohou rovigz poskytovat faleSné vysledky, proto nesmi byt peardy.

Upozornéni!

NemiZete-li test provést okamzi, mohou byt vzorky skladovany pFi teploté 2-8C az 2 tydny.
Dlouhodokji je Ize skladovat p¢i minimalni teploté -20°C. Opakované zmrazovani a rozmrazovani
vzorki neni doporwovano, neba@ se tim ovliviuje kvalita vysledki.

9. Pracovni postup

9.1. Obecné informace
Reprodukovatelnost vysletlkzavisi gedevsSim na preciznosti promyvani prouAlpostup promyti uveden

nize).

9.2. Inkubace vzorku

1. 1 inkub&ni Zlabek je ufen pro 1 testované sérum. Do kazdého Zlabku napipe ml pracovniho
fedni promyvaciho pufru A. Plastovou pinzetou opatpondte testovaci prouzek doipluSného
Zlabku naplaného promyvacim pufrendiislo prouzku musi séovat vzhiru.
Upozornéni! Testovaci prouzek musi byt do promyvaciho pufrizcela ponden.
Do vyhodnocovaci tabulky zaznamenefislo zkumavky s pouZzitymi testovacimi prouzkyc¢islo
kazdého prouZzku.

2.  P¥idani vzorka
IgG test Do prislusnych Zlabk napipetujte20 ul nered®ného vzorku - lidské sérum nebo plazma
(Fedéni 1 + 100.
IgA test: Do prisluSnych Zlabk napipetujte40 pl neled®ného vzorku - lidské sérum nebo plazma
(Fedéni 1 + 50Q.
Dbejte na to, abyste vzorekigvali u konce prouzku poieného v promyvacim pufru A, a co mozna
nejdiive opatr@ promichali.
Do vyhodnocovaci tabulky zaznameneijigo vzorku aitidu imunoglobuli (IgG, 1gA).
Inkubaini misku gikryjte vickem a za jemnéhdeapani pi laboratorni teplat 1 hodinu inkubuijte.
Upozornéni! Dbejte na to, aby se roztoky nedostaly do jinyit ZIabkia. Viéko otevirejte a zavirejte
opatrné, aby jednotlivé roztoky nevyskikly ven ze Zlabk (riziko k ¥iZové kontaminace).
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9.3.

1.
2.
3.

4.

9.4.

9.5.

9.6.

Promyti
Po uplynuti inkubéni doby opatr& odstraite plastové wiko.
Ziediné sérum ze Zlalikopatrré odsajte.
Upozornéni! Odsavejte roztoky ze Zlabk vzdy ¢istou Spikou nebo Spéky vzdy Fadné promyjte
deionizovanou vodou. Pouzivate-li promywku, ¥id’te se pokyny vyrobce.
Nasled# do kazdého Zlabkurigejte 2 ml pracovnihofedni promyvaciho pufru A a za jemného
ttepani5 minut inkubujte. Poté pufr odsajte.
Promyti dle bodu 3 opakuijte jé3tikrat.

Inkubace s konjugatem

Po promyti prouzk do kazdého Zlabkuriglejte 2 ml pripravenéhaoztoku konjugatu (viz tabulka 9).
Za jemného iepani pi laboratorni teplat 45 minut inkubujte. Bhem inkubace musi byt Zlabky
zakryty plastovym wkem.

Promyti
Roztok konjugatu ze Zlabkodsajte a prouzky @ppromyjte (viz bod 9.3).

Reakce substratu
Do kazdého Zlabkuiflejte 1.5 ml roztoku substratua za jemnéhda¢pani inkubujte i laboratorni
teplo€ 5-10 minut.

DuleZité!

Sledujte barevnou reakci a ponechte vSechny stripy substratovém roztoku do doby, kdy budou
viditelné bandy odpovidajici pozitivni kontrole.

Barevna reakce miZze byt negimérené silna v pripadé silné pozitivnich sér. Doporuweni: Zastaveni
reakce je u takovych stripi piredéasné.

9.7.

1.
2.

Zastaveni reakce
Po odsati roztoku substratu prouZkikrat promyjte deionizovanou vodou.
Plastovou pinzetou prouzky opatrmyjméte, umiséte je mezi d¥ vrstvy absorbniho papiru a nechte
2 hodiny susit. Suché prouzky viepte do vyhodnocbyabulky a od&ené vysledky zapiSte do
protokolu.
Prouzky by nily byt uchovavany na temném ngst

10. Souhrn pracovniho postupu

1.

Vytemperujte vSechny reagencie na laboratopibte

2

Vlozte prouzky do 2 ml pracovniliedéni promyvaciho pufru A a zkontrolujte, zda jsouufrp zcela
pondaeny

Fidejte 20 pl (IgG), fip. 40 ul (IgA) vzorku

Za jemnéharepéni i laboratorni teplat 1 hodinu inkubujte

Na tepace fikrat po @ti minutach promyvejte 2 ml pracovnibedsni promyvaciho pufru A

Fridejte 2 ml odpovidajiciho roztoku konjugéatu

Za jemnéhorepani pi laboratorni teplat 45 minut inkubujte

Na tepace tikrat po g@ti minutach promyvejte 2 ml pracovnibedini promyvaciho pufru A

Fidejte 1.5 ml roztoku substratu a za jemnéiepdni pi laboratorni teplat inkubujte 5—10 minut

Prouzky promyjte nejméririkrat deionizovanou vodou

RiB|@|®N|o|gMw

Ll S

Prouzky nechte mezi 2 vrstvami absoiho papiru 2 hodiny suSit a poté e vysledky
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11. Vyhodnoceni
11.1. Vyhodnoceni intenzity bandi

1. Pozitivni a negativni kontroly musi byt zahrnutkaZzdém probihajicim testu, bez ohledu n&epo
vzork.

2. Do prilozené vyhodnocovaci tabulky zapiste datum, S&iZlp zkumavky a detekovanou pidu
protilatek.

3. Déle zapiSte identifikani ¢isla vzork.

4. Prilepte jednotlivé prouZzky na odpovidajici pole vglhocovaci tabulky tak, aby band kontroly reakce
byl na vyznaené linii. Prouzek poté transparentni lepici paskalevo od této linie zafixujte. Pokud
byste prouzek fflepili lepidlem nebo lepici paskou po celé délgbarveni jednotlivych baridby
vymizelo.

5. Kontrolni testovaci strip s nanesenym antigenenuzgld porovnani jednotlivych bafd Strip je
specificky pro danou soupravu a je vyroben ze étajitrocelul6zové membrany jako stripy
v soupra¥. Molekulova hmotnost a nazvy jednotlivych antiyjenband jsou vyznéeny.

6. Vysledek zapiste do vyhodnocovaci tabulky.

11.2. Kontrola vysledki

Pozitivni a negativni kontrola musi vzd§Zet paralelty s testovanymi séry. Timto jsouddeny testovaci
podminky a bude tak potvrzeno spravné uwnidband jednotlivych antiged. Umisgni jednotlivych

antigeri musi souhlasit stfpoZenym kontrolnim stripem (umisti jednotlivych band je pro kazdou soupravu
specifické).

Kontrolni band se pouZiva ke kontrole spravnéheguteni testu. Tento band musi vykazovat odliSné
vybarveni.

Testovaci prouzky inkubovany s kontrolnimi séryniily vykazovat nasledujici bandy.

* 1gG pozitivni kontrola
VSechny bandy uvedené na kontrolnim testovacimzsxoby nély byt viditelné.
¢ 1gG negativni kontrola
Bandy mohou byt viditelné v MW 58 a / nebo MW 62{M= molekularni hmotnost).
* |gA pozitivni kontrola
Minimaln¢ tyto bandy by rély byt zjistitelné: 62 MW, 58 MW a 28 MW.
* IgA negativni kontrola
Jeden band v MW 58 e byt viditelny.

11.3. Interpretace testu IgG
Chcete-li hodnotit vysledky testu, je nutné roal&omezi specifickymi aikZzow reagujicimi bandy. Navic je
nutné vzit v Gvahu reaktivitu imunodominantnichigenti.

Na zaklad klinického hodnoceni a matematické analyzy, jenmunoblotu Helicobacter vyuZzito bodového
hodnoceni antigénHelicobacter. To umaitije bezpéné a snadné hodnoceni testu (tabdlke0). Na zaklagl
bodového hodnoceni jednotlivych anti§dre ziskat celkovy s@et bodi a tim i celkovou interpretaci testu
(viz tabulka 11).

Tabulka 10: Bodové hodnoceni antigéfelicobacter v Immunoblotu

Protein/Antigen Nazev Body
Molekularni hmotnost (kDa)
120/87 CagA/VacA 5
67 - 2
62 UreB 1
58 HspA, HspB 1
54 FlaA 2
47 - 5
33 - 5
29 UreA 3
28 - 4
25 - 4
19 - 5
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Tab. 11: Vyhodnoceni testu

Sowet bodi Hodnoceni IgG testu
< 10 negativni
11-12 hrarini
>13 pozitivni

Pro vyhodnoceni vysledku jednotlivych pacienmtyuZijte hodnotici list. Podle jednotlivych antige
vyjadienych bandy na stripu zapiSte do tabulkggidbodi. Jednotlivé body poté &&te a vysledny saiet
zapiSte do sloupce se symbolem sumy. Pozitivnijiémé nebo negativni hodnoceni vzorku, pakZm byt
piimo stanoveno a zapsano ve sloupci pro vyhodnoceni.

Hodnoceni negativnich vysledié u ImmunoBlotu Helicobacter IgG s pozitivnimi CagAbandy

Cag-A antigen je velmi specificky antigetelicobacter pylori U Cag-A nebyly dosud zji&ty geny nebo
proteiny z jinych druf rodu Helicobacternebo jinych organisth To bylo potvrzeno u vnitich studii.
Specifita protilatek Anti-CagA IgG pro ImmunoBloetiobacter je 98 %.

CagA je také dlezitym ukazatelem Cag pathogenity v genomelicobacter pylori V ramci fiznych
narodnich a mezinarodnich studii bylo prokdzangeZ8éagA vyznamési u séropozitivnich paciehihnez u
CagA séronegativnich paciéntCagA séropozitivnich paciéntukazuji vyznamé vyssSi riziko vzniku
Zaludenich adeno-karcinotn

V ramci hodnoceni ImmunoBlotu Helicobacter 1gG inikky definovanymi séry nebyl Zadny vzorek
pouze CagA reaktivni. V rAdmci rutinniho screenibgltento vysledek prokazan.

Podle vyznamu CagA je vhodné posuzovat negativsledgk (10 boi) s protilatkami proti CagA jako
hranini.

11.4. Interpretace testu IgA
Chcete-li hodnotit vysledky testu, je nutné roal&omezi specifickymi aikZzow reagujicimi bandy. Navic je
nutné vzit v ivahu, Ze reaktivita neni tak vyrajai®d u tesi IgG.

Antigeny, které jsou hodnoceny: CagA (120 kDa) t&/#87 kDa), UreB (62 kDa), HspA a HspB (58 kDa),
(28 kDa). (viz Tabulka 12). Na zakkadrysledku lze ziskat sétem body, podle kterych lze vysledek
vyhodnotit (viz Tabulka 13).

Tabulka 12: Bodové hodnoceni antigémielicobacter v Immunoblotu

Protein/Antigen Nazev Body
Molekularni hmotnost (kDa)
120/87 CagA/VacA 5
62 UreB 1
58 HspA, HspB 2
28 - 3
Tabulka 13: Vyhodnoceni testu IgA
Sowet bodi Hodnoceni IgG testu
<2 negativni
3-4 hranini
>5 pozitivni

Pro vyhodnoceni vysledku jednotlivych pacientyuZijte hodnotici list. Podle jednotlivych antige
vyjadienych bandy na stripu zapiste do tabulkggidodi. Jednotlivé body poté &&te a vysledny saiet
zapiSte do sloupce se symbolem sumy. Pozitivnijiémé nebo negativni hodnoceni vzorku, pakZm byt
piimo stanoveno a zapsano ve sloupci pro vyhodnoceni.

11.5. Navod na interpretaci vysledii

Negativni vysledek testu Immunoblot Helicobactemfige vylowit infekci Helicobacter pylori Pokud je
podeZeni na infekcHelicobacter pylorj prestozZe jsou sérologicka vyEeni negativni, je dobré vzorek
uschovat a testovani zopakovat po 4 tydnech.

Kladny vysledek u IgG a / nebo IgA Helicobacter lomablot neznamena, Ze je aktivni, v kazdé&ipaxt je
piitomen patologicky proces.
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Zejména reaktivita protilatek proti antigen VacA a CagA ma velmi vysokou diagnostickou hodnot
Protilatky proti CagA / VacA seéasto nachazeji u paciéninfikovanych zvIlast virulentnimi kmeny. Existuje
nékolik studii zabyvajicich se vyznamem IgA protiléte infekce Helicobacter pylori Testovani IgA
protilatek se provadi jako dodate informace k testovani IgG protilatek.

Sérologické vysledky by #y byt vZzdy vnimany v souvislosti s klinickym obeam pacienta. KdyZ jsou
sérologické vysledky nejasné,ibe byt ke zji&ni stavajici infekce pouzit dechovy test v kombinac
histologickymi a mikrobiologickymi nélezy. Vifpadt pacient, ktefi nereaguji na terapii, je vhodné proveést
kultivacni test.

Tmaw zbarvené testovaci prouzky:

Séra rkterych paciert (nag. s alergii na mkné proteiny) mohou vyt¥ét tmavé zbarveni celého
nitrocelul6zového pasu. Tento efekt je vyvolan mmdalznymi faktory v séru kazdého pacienta. Vyhodnoceni
prouzki je pak obvykle mozZné pouze <iwu restrikci. Nap ,inverzni bandy (bilé bandy na tmavém
pozadi) jsou hodnoceny jako negativni. Dané sérsiamk musi byt v kazdéntipacd testovdno znovu jinymi
sérologickymi metodami.

12. Klinické vysledky

12.1. Hodnoceni IgG

Ve studii provadné Dr. N. Lehnem v Institutu pro lélské mikrobiologie, imunologie a

hygieny na Technické univerziz Mnichow, bylo testovano 99 sér pomoci Immunoblotu HelioddalgG,
ztoho bylo 59H. pylori pozitivnich a 40H. pylori negativnich. Vysledky byly velmi dé® owieny
histologickymi a mikrobiologickymi nélezy. Vysledksou shrnuty v tabulce 14.

Histology/ culture
neg pos
Immunoblot neq 33 3 36
pos 7 56 63
40 59 99

Specificity: 83%
Sensitivity: 95%

Tabulka 14: Korelace Immunoblotu Helicobacter IgG s histologitk a mikrobiologickymi nalezy.

Pomoci peitacové simulace byl vyklad testu optimalizovan dikydhoceni speciénosti jednotlivych
antigeni v piipact pozitivnich sér. Jednotlivym antigiam byly pitazeny bodové hodnoty a vysledek testu

byl stanoven jako s@et jednotlivych hodnot. V ifpads optimalniho navrZzeni bodové hodnoty dojde ke
zlepSeni specifnost [ vysoké citlivosti. Viz o¥rovaci zkousky (Tabulka 15).
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Histology/ culture
neg pos
Immunoblot neg 38 3 41
pos 2 56 58
40 29 99

Specificity: 95%
Sensitivity: 95%

Tabulka 15: Korelace Immunoblotu Helicobacter IgG s histologitk a mikrobiologickymi nalezy pomoci
optimalizovaného ifgpatu.

Vysledkem optimalizace je, Ze ¢®t spornych hodnoceniihe byt Zetelrg snizeno na minimum. To zvy3uje
bezpe&nost i piipraw sérologickych vysledka zahajeni specifické terapie pylori patogeg.

Porovnani jednotlivych vysledle uvedeno na Obr. 1.
11, 12 borderline

10 +
I
81 < 10 negative 2 13 positive Patet pozitivnich sér s histologickymi
6l a mikrobiologickymi nalezy
41
Inle s Ml ]
ﬂ‘iiiiil_liiil_liniiiHiiiniﬂiﬂiiiiﬂiiiﬂiﬂiiiiiiiiiiii
{}ﬂ 2 4 6 8 1G 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
5] INI /I U Total points
4 | Patet negativnich sér s histologickymi
6 a mikrobiologickymi nalezy
8l
101
121
14 L
16 1
18,
201

Obrazek 1: Porovnani jednotlivych vysledk u Immunoblotu Helicobacter IgG s histologickymi a
mikrobiologickymi nélezy.
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12.2. Hodnoceni IgA
Optimalizace pro IgA byla provedena podslko u testu IgG. Vysledek je uveden v tabulce 16.

Histology/ culture

heg pos
Immunoblot  neg 36 21 57
pos 4 38 42

40 59 99

Specificity: 90%
Sensitivity: 64%

Tabulka 16: Korelace Immunoblotu Helicobacter IgA s histologiok a mikrobiologickymi nalezy pomoci
optimalizovaného ifepatu.
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