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UVOD: Aneurizma abdominalne aorte (AAA) nastaje kao posljedica ateroskleroze. Uz znane faktora rizika za aterosklerozu i posebno za aneurizmu abdominalne aorte (AAA) još se istražuje i uloga infekcije i posljedične upale, a među uzročnicima koji se povezuju s patogenezom ovih promjena su bakterije Helicobacter pylori i Chlamydophila pneumoniae. MATERIJALI I METODE: U 40 bolesnika s aneurizmom abdominalne aorte, kod kojih postoji indikacija za resekcijom aneurizme abdominalne aorte i rekonstrukcijom s graftom uzimao se dio stijenke. Kontrolna skupina od 41 bolesnika koji su imali srčane premosnice, a zdravu cijelu aortu uzimao se dio aorte na kojem se pripajao venski graft. Svim ispitanicima se uzimala krv za analizu H. pylori i C. pneumoniae. Serološkim metodama se utvrđivala prisutnost protutijela na H. pylori i C. pneumoniae, a PCR metodom određivala se prisutnost DNA iz aorte svih ispitanika na H. pylori i C. pneumoniae. ZAKLJUČAK: U bolesnika s aneurizmom abdominalne aorte (AAA) i s indikacijom za kirurško liječenje nađena je značajno veća prisutnost protutijela u serumu za Helicobacter pylori i Chlamydophila pneumoniae u odnosu na ukupno, odraslo stanovništvo u Republici Hrvatskoj. Nije nađena statistički značajna razlika u seroprevalenciji infekcije Helicobacter pylori i Chlamydophila pneumoniae između ispitivane skupine i kontrolne skupine. Genomska DNA Helicobacter pylori nađena je u 5,00 % bolesnika ispitivane skupine u aortnoj stijenci, a genomska DNA Chlamydophila pneumoniae nađena je u kontrolnoj skupini u 12,20 % u aortnoj stijenci. Ovi rezultati upućuju na potrebu daljnjih istraživanja uloge infekcije s Helicobacter pylori i Chlamydophila pneumoniae i posljedične upale u patogenezi ateroskleroze, a u sklopu nje i nastajanju i napredovanju promjena stijenke aorte koja dovodi do aneurizme.
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INTRODUCTION: Abdominal aortic aneurysm (AAA) is caused by atherosclerosis. Besides well-known risk factors for atherosclerosis and especially for abdominal aortic aneurysm, there is still ongoing investigation in the role of infection and subsequent inflammation. Among the causes associated with the pathogenesis of these changes are bacteria Helicobacter pylori and Chlamydophila pneumoniae. MATERIALS AND METHODS: In experimental group a piece of abdominal aortic aneurysmatic wall was taken from 40 patients with abdominal aortic aneurysm and indication for resection of abdominal aortic aneurysm and graft reconstruction. In control group a piece of aorta, where vein graft was attached to, was taken from 41 patients with coronary bypass and healthy aorta. Blood samples were taken from all patients from both test groups and analyzed for H. pylori and C. pneumoniae. Serological methods were performed in order to identify H. pylori and C. pneumoniae antibodies, and PCR method was used to determine the presence of H. pylori and C. pneumoniae DNA in aorta of patients from both test groups. CONCLUSION: Among the patients with abdominal aortic aneurysm (AAA) and indication for surgery the presence of Helicobacter pylori and Chlamydophila pneumoniae antibodies in serum was considerably greater compared to the total adult population in Croatia. No statistically significant difference in seroprevalence of Helicobacter pylori and Chlamydophila pneumoniae was found between the experimental group and the control group. Genomic DNA of Helicobacter pylori was found in aortic wall of 5.00% patients from experimental group and genomic DNA of Chlamydophila pneumoniae was found in aortic wall in 12.20% of patients from the control group. These results suggest the need for further research of the role of Helicobacter pylori and Chlamydophila pneumoniae infection and subsequent inflammation in the pathogenesis of atherosclerosis, and within it in the creation and the development of changes in aortic wall which lead to aneurysm.
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1 ANEURIZMA ABDOMINALNE AORTE
1.1 Definicija aneurizme abdominalne aorte
Aneurizme abdominalne aorte (AAA) su patološka stanja definirana kao fokalane dilatacije koje prelaze više od 150% normalnog aortalnog promjera4,2,3,1. Pojam aneurizma dolazi iz grčkog jezika, a znači proširenje. Arterijska dilatacija manja od 50% promjera je ectasia. Normalni arterijski promjer ovisi o dobi, spolu i veličini tijela. Ako nema susjednog normalnog segmenta arterije tada se definicija određuje promjenom procjene očekivanog promjera. Difuzno arterijsko proširenje koje obuhvaća više segmenata s proširenjem u promjeru većim od 50% normale zove se arteriomegalia. Ovo stanje se razlikuje od višestrukih aneurizmi koje su odvojene od arterija normalnog promjera (aneurismosis) 5,8,7,6.

AAA obično nastaju zbog degeneracije u mediji arterijske stijenke, što vodi do spore i kontinuirane dilatacije lumena krvne žile18,19,20,21. Neuobičajeni slučajevi uključuju infekciju, cističnu medijalnu nekrozu, arteritis, traumu, nasljedne poremećaje vezivnog tkiva i poremećaje anastomoze31,32,35,36. AAA obično zahvaća muškarce starije dobi. Pušenje je najveći faktor rizika. Drugi rizični faktori su: povećana visina i težina, indeks tjelesne mase i tjelesna površina. Većina AAA je asimptomatskog tipa, a mnoge se otkriju slučajno pri različitim nevezanim dijagnostičkim pretragama40,41,42. Aneurizme abdominalne aorte se liječe kirurškim popravkom. Aneurizma abdominalne aorte je najčešće povezana s aterosklerozom što je karakterizirano prisutnošću upalnih stanica13,14,15,16.
1.2 Povijesni pregled
Pulsirajuća tvorba kod koje postoji velika opasnost od puknuća spominje se u Ebersovom papirusu 1550 godina prije Krista21. Opisana je traumatska aneurizma periferne arterije. Galen dva stoljeća prije Krista opisuje pulsirajući otok koji nestaje pri pritisku. Prvu elektivnu operaciju aneurizme je opisao Aethylus u drugom stoljeću poslije Krista te je preporučio ligaturu iznad i ispod aneurizme te rez vreće i evakuaciju sadržaja. U srednjem vijeku brahijalne pseudoaneurizme su bile učestale nakon punkcije krvi u području kubitalne vene.

Ambroise Paree je u 16. stoljeću detaljno opisao klinički nalaz i neke od uzroka aneurizmi. Scarpa je 1804. g. opisao oblik i dijagnostiku aneurizmi arterija22,24. Kasnije su se javljali opisi raznih načina liječenja umetanjem čeličnih žica omatanjem aneurizme folijom tehnika Reea iz 1948. g. (kojom je bio liječen i Albert Einstein) 30.

Danas se s napretkom i usavršavanjem anestezije aneurizme abdominalne aorte kirurški uspješno liječe (popravak aneurizme s resekcijom i ušivanjem vaskularne proteze ili s postavljanjem endovaskularnog grafta)38,39,43,44,45.

1.3 Anatomija abdominalne aorte
Promjer aorte se smanjuje od torakalnog dijela prema abdominalnom i infrarenalnom dijelu aorte. U većini slučajeva AAA počinju ispod renalnih arterija i završavaju iznad ilijačnih arterija45,46,47. Veličina, oblik i opseg AAA mogu značajno varirati. AAA mogu se opisati kao fuziformne (vretenaste) ili sakularne (vrećaste)4,3,2,1. Kirurški i anatomski treba posebno naglasiti da AAA mogu zahvaćati renalne, visceralne i ilijačne arterije, odnosno da aneurizma abdominalne aorte može biti i iznad renalnih arterija te da se AAA može širiti i u ilijačne (zdjelične) arterije. Veličina aneurizme i njen početak u odnosu na renalne arterije (nezahvaćeni dio aorte aneurizmom) određuje kirurški pristup kao i mjesto kreiranja kirurških anastomoza pri popravku AAA.

Stijenka abdominalne aorte ima tri zasebna sloja: intima, medija i adventicija. Intima se sastoji od klasičnog endotelijalnog sloja. Medija obuhvaća glatke mišićne stanice okružene elastinom i kolagenom. U najvećoj mjeri o ovom sloju ovise strukturna i elastična svojstva aorte. Adventicija se primarno sastoji od kolagena, ali isto tako sadrži različite stanice poput fibroblasta i imunomodularnih stanica kao i adrenalnih živaca.

1.4 Epidemiologija aneurizme abdominalne aorte
AAA predominantno zahvaća mušku populaciju, a čak 2.5% muškaraca umire zbog rupture aneurizme abdominalne aorte17. Rizik rupture se povećava s povećanjem maksimalnog promjera, a procjenjuje se da polovica bolesnika s rupturiranom aneurizmom abdominalne aorte umre prije dolaska u bolnicu. Prevalencija AAA koje su veće od 4 cm u Republici Hrvatskoj kod muškaraca starijih od 60 godina je 1-5%, a kod žena starijih od 60 godina je 2-3%. U Republici Hrvatskoj se zabilježi 1800-2000 slučajeva godišnje aneurizmi abdominalne aorte iako prema europskim i svjetskim epidemiološkim spoznajama bi ih trebalo biti oko 700015,16,17.
1.5 Etiologija aneurizmi
Prema dosadašnjim spoznajama aneurizme abdominalne aorte najčešće nastaju zbog nespecifičnih, aterosklerotskih promjena stijenke aorte i definiraju se kao degenerativne. U rjeđim slučajevima aneurizme abdominalne aorte mogu biti kongenitalne, zbog bolesti vezivnog tkiva, infektivne, postdilatacijske i miješane25,26,27,28.

1.6 Praćenje i liječenje aneurizme abdominalne aorte
AAA se otkrivaju kliničkim pregledom i potvrđuju dijagnostičkim pretragama: UZV-om (ultrazvuk), kompjuteriziranom tomografijom (CT), magnetskom rezonancom (MR) i aortografijom4,6,8,10,48,50. Ovim pretragama aneurizme abdominalne aorte se prate do veličine 5.5 cm i nakon toga se bolesnici u elektivnim slučajevima liječe kirurški23,29,30. U tih bolesnika uradi se resekcija AAA i rekonstrukcija s vaskularnim graftom. Ukoliko aneurizma abdominalne aorte bude simptomatska također se izvrši kirurški zahvat bez obzira na veličinu33,34,37.
2 ATEROSKLEROZA
Ateroskleroza je promjena arterijske stijenke zbog stvaranja aterosklerotskih plakova u području intime koji dijelom ili u potpunosti zauzimaju lumen arterije i oštećuju mišićni sloj – mediju51,52. Aterosklerotski plakovi se najviše stvaraju u elastičnim arterijama (aorta, karotidne arterije i ilijačne arterije) te u velikim i srednjim muskularnim arterijama (koronarne i poplitealne arterije)54,55. Simptomatska bolest je najčešće uzrokovana oštećenjima arterija koje opskrbljuju srce, mozak, bubrege i donje ekstremitete. Infarkt miokarda, cerebralni infarkt, aneurizma abdominalne aorte i periferna vaskularna bolest su najčešće komplikacije ateroskleroze. Akutno ili kronično otežan protok krvi uzrokuje mnoge bolesti i smrt (mezenterijalna okluzija, iznenadna srčana smrt, kronična ishemijska bolest srca i ishemijska encefalopatiju)56,57. U malim arterijama ateromi mogu zatvoriti lumen, otežati dotok krvi u organe i dovesti do ishemijskog oštećenja. Plakovi mogu mjestimično rupturirati i tu se počinju stvarati trombi koji opstruiraju protok krvi. U velikim krvnim arterijama plakovi mogu oštetiti mediju i oslabiti stijenku arterije te nastaje aneurizma koja može rupturirati. Morfološki ateroskleroza označuje zadebljanje intime i nakupljanje lipida. Ovaj proces je postepen pa je starija dob značajan faktor rizika za simptomatsku bolest53.
U tablici 1 je navedena klasifikacija ateroskleroze prema Američkoj udruzi za srce (American Heart Association).

Tablica 1 - American Heart Association klasificira humanu aterosklerotsku leziju od masnog tračka (tip I) do komplikacija lezije (tip VI). Tablica također uključuje mehanizme rasta i kliničke korelacije. (Preuzeto iz Stary HC et al, 1995.)
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i osnovna histologija
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u progresiji
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V
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I
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VI
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	od prve dekade
	klinički
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	TIP II (masni tračak) lezija

pretežito unutarstanična akumulacija lipida
	
	
	
	

	TIP III (intermedijarna) lezija

promjene tipa II i male izvanstanične
nakupine lipida
	
	
	od treće dekade
	

	TIP IV (ateroma) lezija

promjene tipa II i srž od izvanstaničnih lipida
	
	
	
	klinički bez simptoma ili sa simptomima

	TIP V (fibroateroma) lezija
lipidna srž i vezivni sloj ili multiple lipidne srži i vezivni slojevi, ili pretežno kalcificirano, ili pretežno vezivna

	
	akcelerirano povećanje glatkomišićnih stanica i kolagena

	od četvrte dekade
	

	TIP VI (komplikacijska) lezija

površinski defekt, hematom, hemoragija, tromb
	
	tromboza, hematom
	
	


Aterosklerotski plak je žarišna lezija unutar intime, a čine ga mekana žuta srž od lipida (pretežno kolesterol i kolesterolski esteri), pokriveni čvrstom bijelom fibroznom naslagom. Plakovi su bjelkasti do žućkasti, najčešće su promjera 0,3-1,5 cm, a ponekad se spajaju u veće mase. Plakovi obično zahvaćaju dio opsega arterijske stijenke (ekscentrične lezije), oni su izduženi i različite duljine duž stijenke arterije. Fokalni i rijetko raspoređeni na početku, postaju difuzne i brojne lezije kako napreduje bolest. Abdominalna aorta je znatno češće zahvaćena od torakalne, a osobito su zahvaćena ušća glavnih grana. Ateroskleroza se nadalje najčešće javlja na koronarnim arterijama, politealnim arterijama, karotidnim arterijama te arterijama Willisovog kruga.
Aterosklerotski plak ima 3 glavne komponente:

1. stanice - glatkomišićne stanice, makrofage i druge leukocite

2. ekstracelularnu tvar - kolagen, elastična vlakna i proteoglikani
3. intracelularni i ekstracelularni lipidi
Ove komponente dolaze u različitim omjerima i u različitim oblicima u različitim plakovima. Tipično površinski vezivni sloj čine glatkomišićne stanice i relativno gusta ekstracelularna tvar. Ispod toga je celularno područje u kojem su makrofazi, glatkomišićne stanice i T-limfociti. Ispod toga je nekrotična srž, u kojoj je amorfna masa lipida (prvenstveno kolesterol i kolesterolski esteri), kolesterolske pukotine, detritus od mrtvih stanica, pjenušave stanice, fibrin, više ili manje organizirani tromb i drugi plazmatski proteini. Pjenušave stanice su velike stanice ispunjene ispunjene lipidima koji potječu od krvnih monocita (tkivni makrofazi), a i glatkomišićne stanice mogu primiti lipide i postati pjenušave stanice49,51,52,53. Tipični aterom ima relativno mnogo lipida, a mnogi takozvani fibrozni plakovi se pretežno sastoje od glatkomišićnih stanica i vezivnog tkiva59. Plakovi se općenito nastavljaju mijenjati i progresivno povećavati putem stanične smrti, sinteze i remodeliranja ekstracelularne tvari i organizacijom tromba. Plakovi pored toga često i kalcificiraju.
Uznapredovale lezije ateroskleroze su rizične za sljedeća patološka stanja koja su klinički značajna:

1. Fokalna ruptura, ulceracija ili erozija laminalne površine ateromatoznog plaka može dovesti do ekspozicije jako trombogenim supstancama koje induciraju stvaranje tromba ili otpuštanje detritusa u krvni optok, praveći mikroemboluse građene od sastavnica lezije (kolesterolski embolusi ili ateroembolusi)

2. Hemoragija u plak, osobito u koronarnim arterijama može započeti zbog rupture ili fibrozne kape koja pokriva plak. Zadržani hematom može povećati ili inducirati rupturu plaka.
3. Nadovezana tromboza je komplikacija koja obično počinje na lezijama s disrupcijom plaka i može dijelom ili posve okludirati lumen arterije. Trombi mogu cijeliti i biti inkorporirani u plak, a time ga povećavaju.

Zbog aterosklerotski inducirane atrofije podložene medije s gubitkom elastičnog tkiva može nastati slabost stijenke što rezultira s nastajanjem i rastom aneurizme sve do rupture49.

2.1 Rizični faktori za aterosklerotsku bolest

1. Dob – infarkt miokarda se pet puta češće javlja u dobi od 40-60 godina nego ranije.
2. Spol – do menopauze žene su rijetko pogođene aterosklerotskom bolešću. Poslije menopauze, vjerojatno zbog smanjenog estrogena, raste učestalost aterosklerotskih komplikacija, a u sedmoj i osmoj dekadi se izjednačuju s muškarcima.

3. Genetika – postoji poligenska familijarna predispozicija za aterosklerozu. Najčešće je genetika u relaciji s familijarnom skupinom ostalih rizičnih faktora kao što su hipertenzija i dijabetes, dok rjeđe genetika podrazumijeva dobro definirane hereditarne poremećaje metabolizma lipoproteina koji dovode do jako visokih razina lipida u krvi, poput familijarne hiperkolesterolemije.
Četiri glavna rizična faktora koji se mogu mijenjati su: hiperlipidemija, hipertenzija, pušenje i dijabetes. Multipli rizični faktori imaju i multiplikativni efekt51.

2.2 Patogeneza aterosklerotske bolesti

Danas se smatra da je glavni mehanizam nastanka lezije odgovor na oštećenje55. Ateroskleroza je kronični upalni odgovor na oštećenje endotela. Progresija lezije podržava se interakcijom između modificiranih lipoproteina, makrofaga nastalih od monocita, T-limfocita i normalnih stanica arterijske stijenke55,56,57.
Za ovu tezu govore:

1. kronično oštećenje endotela (obično manje s posljedičnom endotelnom disfunkcijom) dovodi do povećane permeabilnosti leukocita, leukocitne adhezije i trombotskog potencijala na mjestu lezije
2. akumulacija lipoproteina, uglavnom LDL (en. low density lipoprotein) i visokim udjelom kolesterola u stijenci arterije

3. modifikacija lipoproteina putem oksidacije

4. adhezija krvnih monocita (i drugih leukocita) na endotel iz čega slijedi njihova migracija u intimu i njihova transformacija u makrofage i pjenušave stanice

5. adhezija trombocita

6. oslobađanje faktora iz aktiviranih trombocita i makrofaga koji uzrokuju migraciju glatkomišićnih stanica iz medije u intimu

7. proliferacija glatkomišićnih stanica u intimi, pravljenje ekstracelularne tvari što vodi akumulaciji kolagena i proteoglikana

8. povećana akumulacija lipida unutar (makrofagi i glatkomišićne stanice) i izvan stanica

2.3 Uloga endotelnog oštećenja

Ključno u hipotezi je kronično ili opetovano oštećenje endotela55. U pokusima na životinjama do oštećenja može doći mehanički, hemodinamskim silama, odlaganjem imunih kompleksa zračenjem i kemijski nakon čega zadeblja intima i u uvjetima prehrane bogate lipidima stvara se tipični aterom55. U čovjeka rane lezije počinju na mjestima intaktnog endotela. Početna abnormalnost je endotelna disfunkcija koja uzrokuje povećanu permeabilnost endotela, povećanu adheziju leukocita i alteriranje u ekspresiji gena endotelnih stanica55,57. Uzroci endotelne disfunkcije u ranoj aterosklerozi su potencijalno derivati cirkulirajućeg cigaretnog dima, homocistein, virus i drugi infektivni agensi. Upalni citokini, kao tumor necrosis factor (TNF) stimuliraju ekspresiju endotelnih gena koji potiču aterosklerozu58. Dvije najvažnije determinante su združene: hemodinamske smetnje u normalnoj cirkulaciji i štetni efekti hiperkolesterolemije. Zato su plakovi češći na ušćima velikih grana u aorti i duž stražnje stijenke gdje dolazi do otežanog protoka. Područja pošteđena od lezije imaju normalni laminarni protok. On sprečava upalni mehanizam koji potiče endotelnu disfunkciju i apoptozu endotelnih stanica značajnih u stvaranju endotelne erozije55.
2.4 Uloga upale u nastanku ateroskleroze
Upalni mehanizmi su ključni u začetku, progresiji i komplikacijama aterosklerotske lezije. Normalni endotel ne potiče vezivanje leukocita59. Rano u aterogenezi endotelne stanice počinju stvarati na svojoj površini selektivne adhezijske molekule koje vežu različite skupine leukocita. Vaskularno-stanična adhezijska molekula-1 (VCAM-1 - Vascular Cell Adhesion Molecule-1) precizno veže tipove leukocita koji se nađu u raznim humanim i eksperimentalnim ateromima (monocite i T-limfocite)58,59. Nakon prianjanja monocita na endotel oni migriraju između endotelnih stanica da bi se lokalizirali u intimi i transformiraju se u makrofage koji fagocitiraju lipoproteine većinom oksidirane LDL-om. Premda privlačenje monocita i njihovo pretvaranje u makrofage i na kraju u pjenušave stanice inicijalno ima protektivnu ulogu u smislu uklanjanja potencijalno opasnih lipidnih čestica, progresivna akumulacija rezultira na kraju progresijom lezije. Makrofazi produciraju IL-1 (Interleukin 1) TNF (tumor necrosis factor) koji povećava adheziju leukocita60. Nekoliko kemokina koje generiraju makrofazi, uključujući monocitni kemotaktični protein-1 (MCP-1 - Monocyte Chemotactic Protein-1) može privući više leukocita u plak. Makrofazi produciraju toksične molekule kisika koji također uzrokuju oksidaciju LDL-a u leziji i oni stvaraju faktore rasta koji mogu doprinijeti proliferaciji glatkomišićnih stanica60,61. U intimu se kemijski privlače T-limfociti. Interakcije između makrofaga i T-limfocita dovode do celularnih i humoralnih imunih reakcija koje čine kroničnu upalu. U konačnici se umnažaju glatkomišićne stanice koje stvaraju gusti ekstracelularni matriks karakterističan za uznapredovalu aterosklerotsku leziju61.
2.5 Uloga lipida u aterosklerotskoj bolesti
Abnormalnosti lipoproteina koji se često nađe u bolesnika su:

1. povećani LDL-kolesterol (en. Low Density Lipoprotein)
2. smanjeni HDL-kolesterol (en. High Density Lipoprotein)
3. povećani abnormalni lipoproteini

Dosadašnje spoznaje koje govore u prilog hiperkolesterolemije kao uzroku ateroskleroze51,52,53:

· glavni lipidi u ateromskom plaku su kolesterol podrijetlom iz plazme i kolesterolski esteri

· oksidirani LDL se pronalazi u makrofazima arterija i na mjestima masnih tračaka (antioksidansi štite od razvoja ateroskleroze u hiperkolesterolemičnih eksperimentalnih životinja)

· genetski defekti metabolizma lipoproteina koji uzrokuju hiperlipoproteinemiju povezani su s ubrzanom aterosklerozom

· u eksperimentalnih životinja s visokim unosom kolesterola se često nađe ateroskleroza
· epidemiološke analize pokazuju značajnu povezanost između težine ateroskleroze i razine ukupnog plazma kolesterola i LDL kolesterola

· snižavanjem razine kolesterola u serumu putem prehrane ili lijekovima se usporava ateroskleroza, dolazi do regresije mekih plakova i reducira se rizik kardiovaskularnih komplikacija

2.6 Mehanizam lipoproteinemije kao uzrok ateroskleroze
Kronična hiperlipidemija, osobito hiperkolesterolemija može direktno oslabiti funkciju endotelnih stanica putem povećane produkcije slobodnih radikala kisika koji deaktiviraju dušikov monoksid (NO), glavni endotelni rekanalizirajući faktor52,53. U kroničnoj hiperlipidemiji lipoproteini se akumuliraju unutar intime na mjestima povećane endotelne permeabilnosti. Kemijske promjene lipida inducirane slobodnim radikalnima koji nastaju u makrofazima ili endotelnim stanicama dovode do oksidiranih (modificiranih) LDL-a52,53.

Oksidirani LDL fagocitiraju makrofazi preko receptora čistača, različitog od LDL receptora, formirajući tako pjenušave stanice, koje povećavaju akumulaciju monocita u leziji te stimuliraju oslobađanje faktora rasta i citokina, a oni su citotoksični za endotelne i glatkomišićne stanice55.

2.7 Uloga glatkomišićnih stanica
Glatkomišićne stanice (SMC – Small Muscle Cells) migriraju iz medije u intimu, gdje proliferiraju i odlažu ekstracelularne komponente glatkomišićnih stanica, pretvarajući masni tračak u zreli vezivno-masni aterom i doprinose progresivnom rastu aterosklerotske lezije53. Nekoliko faktora rasta je uključeno u proliferiranju glatkomišićnih stanica uključujući PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), oslobađaju ga trombociti adherirani na mjesto endotelnog oštećenja te makrofazi, FGF (Fibroblast Growth factor) i TGF-α (Transforming Growth Factor Alpha)55,56,57,58. Glatkomišićne stanice mogu također unositi modificirane lipide, doprinoseći nastanku pjenušavih stanica. Vaskularne glatkomišićne stanice produciraju i ekstracelularni matriks. Aktivirane upalne i imune stanice u plaku mogu izazvati smrt glatkomišićnih stanica. Nastajući aterom se sastoji od kronične upalne reakcije s makrofazima, limfocitima, endotelnim stanicama i glatkomišićnim stanicama gdje svi produciraju niz faktora koji utječu na staničnu funkciju56,58. U početku se plak sastoji od pjenušavih stanica, podrijetlom od makrofaga i glatkomišićnih stanica, od kojih su neke odumrle i oslobodile lipide i detritus. Napredovanjem se aterom modificira kolagenom i proteoglikanima koje sintetiziraju glatkomišićne stanice. Vezivno tkivo je osobito izraženo u intimi i stvara fibroznu kapu, ali mnoge lezije zadržavaju središnju srž od stanica punih lipida i masnog detritusa. Disrupcija fibrozne kape s nastajanjem tromba je povezana s katastrofalnim kliničkim zbivanjima. Povrh toga upalna zbivanja značajno doprinose akutnim komplikacijama ateroskleroze52,53,54.
2.8 Ostali faktori u stvaranju ateroskleroze
Infekcije: najviše se povezuju kao uzročnik bakterija C. pneumoniae i virus Cytomegalovirus60,61. Oba uzročnika su su vrlo proširena i mogu inficirati stanice stijenke krvne žile i biti uzrokom perzistentne, latentne ili rekurirajuće infekcije61,62. Međutim nejasan je mehanizam kojim bakterije ili virusi utječu na nastanak ateroskleroze63,64. Možda se radi o sekundarnoj infekciji lezije koja dalje doprinosi toj leziji64. Ekstravaskularna infekcija može utjecati na metabolizam lipida ili na otpuštanje cirkulirajućih upalnih medijatora (endotoksin, pro-inflamatorni citokini kao IL-6)66,67. Infektivni organizmi mogu potencirati komplikacije postojećih lezija. Ateroskleroza se uvijek prikazuje kao kronični upalni odgovor na niz zbivanja koji počinju rano tijekom života i multipli mehanizmi doprinose formiranju i progresiji plaka, uključujući endotelnu disfunkciju, adheziju i infiltraciju monocita, akumulaciju i potom oksidaciju lipida, proliferaciju glatkomišićnih stanica i odlaganje ekstracelularnog matriksa i tromba67,68,69,70.
Hipertenzija ubrzava stvaranje ateroskleroze i uzrokuje degenerativne promjene u stijenci velikih i srednjih arterija. Hipertenzija je također povezana s dva oblika bolesti malih krvnih žila: hijalinom arteriolosklerozom i hiperplastičnom arteriolosklerozom.

Dijabetes melitus (DM) je jedan od uzročnika ozljeda endotela i rizični čimbenik aterosklerotskog procesa62,63. Za to postoji nekoliko mogućih objašnjenja vaskularnih oštećenja u dijabetičara. Bolesnici s DM tip II imaju povišene vrijednosti inzulina i glukoze, što je dokazano neovisan stimulans proliferacije glatkih mišićnih stanica, a visoka koncentracija glukoze potiče proizvodnju endotelnog kolagena tip IV i fibronektina kao i aktivnost enzima uključenih u sintezu kolagena53. Slično kao kod pušenja, DM ne uzrokuje samo oštećenje endotela, već smanjuje sposobnost regeneracije endotelne stanice. Bolesnici s DM često imaju pridružene bolesti, kao što su arterijska hipertenzija i hiperlipidemija koji i sami predstavljaju rizične čimbenike ateroskleroze. Prisutnost više inicijatora endotelnog oštećenja može imati poticajni učinak i dovesti do jačeg i bržeg napredovanja aterosklerotskog procesa u tih bolesnika60,61.
3 UTJECAJ BAKTERIJA HELICOBACTER PYLORI I CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE NA RAZVOJ ANEURIZME ABDOMINALNE AORTE
Nekoliko seroepidemioloških studija, npr. Donecha i suradnika (1998.) te Rossa i suradnika (1999.) podržavaju hipotezu da infekcija, infektivni agens može inicirati i podržati razvoj aterosklerotskog procesa. Patofiziološki mehanizam putem kojeg se proces odvija opisani su opisani su u eksperimentalnim studijama Beillike i Lopes-Virella sa suradnicima i uključuje utjecaj lipida, međureakcije leukocita, endotela stanica, faktore koagulacije i aktivacije trombocita51,52,53.

Značaj infekcije C. pneumoniae i H. pylori se spominje kao jedan od faktora koji su uključeni u patogenezu nastanka i rasta aneurizme abdominalne aorte61,62,63. Bakterijski endotoksini pokazuju različite proaterogene osobine, uključujući i endotelnu disfunkciju, a smatra se da izlaganje određenim nivoima endotoksina predstavlja rizik za razvoj ateroskleroze na animalnom modelu, a i kod ljudi73,74,78. Sugerira se da je produkcija proinflamatornih faktora i antigena mimikrija između H. pylori (HP) i antigena domaćina uzrok u ekstradigestivnim manifestacijama povezanih s HP infekcijom. Seroepidemiološki pokazatelji, imunocitokemija, studije iz molekularne biologije podržavaju povezanost između C. pneumoniae i koronarne bolesti64,65,66.


C. pneumoniae kao intracelularni patogen se povezuje s aterosklerotskim patogenim poremećajem putem seroepidemiološke studije, indicirajući veću prevalenciju cirkulirajućih protutijela ili imunih kompleksa na C. pneumoniae kod osoba koje imaju dokaze aterosklerotske bolesti. Mikroorganizam je detektiran elektronskom mikroskopijom, imunocitokemijom, direktnom imunofluorescencijom i PCR reakcijama na uzorcima aorte, koronarnih i karotidnih arterija67,69,70.
Epidemiološki i serološki podaci kojima se H. pylori i ateroskleroza povezuju su kontradiktorni. Mendell i suradnici (1999.) te Donech i suradnici (1999.) su ukazali na mogućnost veze između H. pylori seropozitiviteta i koronarne arterijske bolesti. Najbolje istraženi čimbenik virulencije bakterije H. pylori je protein CagA (cytotoxin associated antigen). Razne studije su pokazale da je prevalencija H. pylori značajno veća u bolesnika s koronarnom bolešću nego u kontrolnim skupinama. Međutim pokazano je u nekim studijama da seropozitivitet ne korelira s postojanjem i proširenošću ateroskleroze. U prethodno navedenim istraživanjima ispitanici su imali patološke promjene na koronarnim i karotidnim arterijama68,71,72.

Perzistirajući patogeni, oni stečeni rano tijekom života i održani bez izazivanja vidljive bolesti smatraju se etiološkim činiteljima za kardiovaskularne bolesti. Brojne studije upućuju da perzistirajući virusi kao što su citomegalovirus (CMV), herpes simplex virus-1 (HSV) i bakterijski patogeni kao Helicobacter pylori i Chlamydophila pneumoniae su povezani s kardiovaskularnim bolestima iako neke studije ne upućuju na značajnu povezanost. Vjerojatno efekti multiplih infektivnih agensa trebaju biti sinergistički, a neki autori smatraju da patogeni rasap ima veći utjecaj na razvoj kardiovaskularnih bolesti nego izolirani patogen. Pretpostavlja se da je povezanost patogena i kardiovaskularne bolesti djelom posredovana putem kronične aktivacije upalnih čimbenika. Citokini kao i interleukin-6 induciraju produkciju i sekreciju proteina akutne faze uključujući C-reaktivni protein i fibrinogen. Kronična aktivacija ovih upalnih čimbenika potiče, pretpostavlja se, aterosklerozu i trombozu84,81,82,80,83. Smatra se da je jaki imuni odgovor protutijelima na multiple patogene bolji marker upale nego sama seropozitivnost i trebalo bi istražiti putove kojima imuni odgovor na patogene sudjeluje u upali koja doprinosi razvoju kardiovaskularnih bolesti.
3.1 Povijest Helicobacter pylori
Prvi put prije više od 100 godina su u želucu čovjeka i životinja zamijećene spiralne bakterije.

Istraživanja koja su povezivala bolest želučane sluznice i spiralnih bakterija započela su s uspješnom izolacijom iz želučanog bioptičkog tkiva 1982. godine75,76,77.

U samom početku spiralna bakterija je svrstana u rod Campylobacter i dobila naziv CLO (eng. campilobacter-like organism), a zatim campylobacter pyloridis, a 1989. g. smještena je u novi rod Helicobacter.

U navedenom rodu je svrstano više od 23 vrste, a od toga je 7 adaptiranih na želudac čovjeka, 15 na crijevo, a 1 je pronađen na obje lokalizacije.

Helicobacter pylori (H. pylori) kolonizira želučanu mukozu čovjeka kao što drugi tipovi bakterija iz roda Helicobacter koloniziraju želučanu sluznicu drugih sisavaca.

Bakterija se primarno nalazi u antrumu želudca i ima specifičan tropizam prema želučanoj sluznici. Može se naći i na drugim mjestima u želucu, u dvanaestercu, na mjestima želučane metaplazije kao na mjestima sa želučanim ektopičnim epitelom u jednjaku, Meckelovom divertiklu i rektumu.

Helicobacter pylori je gram negativni, asporogeni, kratki, zavinuti štapić. U tkivu i kulturi se javlja u obliku dvostrukog zareza (galebova krila) ili kraćih spirala, a u starijoj kulturi (ponekad) i u tkivu može biti posve ravan te u obliku nepravilnih krupnih koka91,90,89.

Helicobacter je mikroaerofilna bakterija (-) koja je pokretna s multiplim bičevima koji imaju ovojnicu, smještenima samo na jednom polu, širok je 0.3 do 1 mikron, a dugačak 1.5-10 mikrona. Nakon više od 25 godina istraživanja Helicobacter pylori je dokazani karcinogen prvog reda85,86,87.

Prema epidemiološkoj studiji bakterija je prisutna u 60% odrasle hrvatske populacije75,76. Helicobacter pylori je izoliran u 90-95% bolesnika s duodenalnim ulkusom, te 70% želučanim ulkusom, te u 87-100% bolesnika s nisko malignim MALT lymphomom i karcinomom želudca86,88. Iako svi inficirani razviju upalnu reakciju sluznice želuca (gastritis) samo 20% razvije ulkusnu bolest, a 1-3 želučani karcinom. Klinički ishod infekcije te opseg i težina upale ovise o mnoštvu faktora a među njima najznačajniji su čimbenici virulencije bakterije, domaćinove genetske predispozicije, imunološki odgovor domaćina, dob domaćina u vrijeme stjecanja infekcije te faktori okoline.

Ovaj složeni odnos i njegovo upoznavanje navedenih faktora pokušava se razjasniti zašto samo manjina (1-3%) u konačnici razvije karcinom želuca88,79,92,95,94,93.

Na neke od faktora ne možemo utjecati. Ipak pravovremenom dijagnostikom infekcije i prepoznavanjem ključnih mehanizama mogli bi se na vrijeme utvrditi bolesnici kod kojih je osim eradikacije bakterije potrebna dodatna dijagnostička obrada praćenje zbog mogućeg razvoja bolesti132,133,134,135,136.
3.2 Čimbenici virulencije bakterije Helicobacter pylori
Od otkrića Helicobacter pylori istraživanja su usmjerena ka otkrivanju čimbenika virulencije bakterije i njihovoj povezanosti s bolešću. U širem smislu svaki čimbenik koji omogući postojanost bakterije na sluznici može se smatrati čimbenikom virulencije. Međutim, radi razumijevanja patogenetskog značaja pojedinih čimbenika virulencije potrebno ih je podijeliti u zasebne skupine. Da bi Helicobacter pylori djelovao kao patogen, najprije mora kolonizirati sluznicu želudca, potom se na njoj održati i napokon inducirati bolest. Stoga čimbenike virulencije dijelimo u tri skupine:
· čimbenici kolonizacije

· čimbenici perzistencije

· čimbenici indukcije bolesti

3.2.1 Čimbenici kolonizacije
U čimbenike kolonizacije ubrajamo:

· čimbenike pokretljivosti

· enzim ureazu

· indukciju privremene hipoklorhidrije

· ATP-azu P-tipa

· adhezine

Ureaza je enzim na površini stijenke bakterije koji bitno kao i čimbenici privremene hipoklorhidrije, utječe na smanjenje kiselosti neposredno u okolini bakterijske stanice138,139,137. Na taj način omogućeno je preživljavanje bakterije u kiseloj okolini i lakši prolaz bakterije kroz želudčanu sredinu. Pronađena su još dva proteina bitna za in vivo kolonizaciju: gama-glutamil-transpeptidaza (GGT) i Urel protein.

Poznato je nekoliko adhezina među proteinima vanjske membrane stanične stijenke (BabA, AlpA, AlpB) koji adheriraju na Lewis B antigen krvne grupe i još neke nepotpuno definirane receptore na epitelu koji sadrže proteine, glikolipide, glikoproteine i fosfo lipide, kao i kolagen, vibronektin i laminin. Zajedno čine grupu proteina vanjske membrane (Helicobacter-specific Outer membrane Proteins Hop proteins). Kodira ih skupina 30-ak povezanih gena. Ulogu adhezina može imati i bakterijski lipopolisaharid te nekoliko lipoproteina. Dva najbolje istražena adhezina su BabA (HopS) i OipA (Hop H)

Glikokonjugati predstavljaju šaroliku skupinu motiva koji značajno variraju u različitim vrstama i pojedinim tkivima. Antigeni krvne grupe jedan su od predstavnika glikokonjugata.

Interes u proučavanju Lewis (Le) antigena Helicobacter pylori proizlazi iz rezultata istraživanja kojim je dokazano da se bakterije vežu za stanicu domaćina putem Le b antigena krvne grupe.

Uloga od antigena krvne grupe je izražena u brojnim studijama. Od specijalnog je interesa odnos antigena krvnih grupa domaćina i ishoda infekcije obzirom na činjenicu da je značajna proporcija Le x i Le y antigena eksprimiranih od strane bakterije identičan Le fenotipu antigena domaćina. Činjenica da Le antigeni bakterija induciraju detektibilni imunološki odgovor specifičnim protutijelima dovodi do zaključka da postoji mogućnost stvaranja protutijela na antigene koje posjeduje sam domaćin. Patogen koji eksprimira antigen jednak domaćinovim antigenima može imati dvojaku ulogu. Jedna od njih je poticanje tolerancije na vlastito. Može poticati autoreaktivnost. Istraživanja na životinjama su pokazala da postoji dostatna molekularna mimikrija između antigena Helicobacter pylori i antigena stanica želudčane sluznice101,102,103,105,104.

3.2.2 Čimbenici perzistencije
Među čimbenike perzistencije ubrajamo:
· enzim ureazu

· HspA (eng. heat shock protein)

· čimbenike pokretljivosti

· katalazu

· superoksid dismutazu

· receptor za laktoferin

Obzirom na ulogu u osiguranju trajno povoljnog pH u neposrednoj okolini bakterije, osim za kolonizaciju, ureaza je presudna za postojanost Helicobacter pylori na želudčanoj sluznici.

Protein HspA pojačava ulogu ureaze dajući joj nikal potreban za enzimatsko djelovanje. Proučavanjem indukcije ekspresije gena u kiselom mediju uočena je pojačana ekspresija gena za Hsp 70, cagA, flaA. Značajan čimbenik perzistencije u sloju viskozne sluzi je i motilitet. Katalaza superoksid-dismutaza koje proizvodi bakterija djeluje nepovoljno na fagocite, a receptor za humani laktoferin omogućava bakteriji uzimanje dovoljne količine željeza te na taj način utječe na njenu postojanost105,106,108.

3.2.3 Čimbenici indukcije bolesti
U čimbenike indukcije bolesti mogu se ubrojiti:

· vakuolizirajući citotoksin (VacA)

· produkte gena otoka patogenosti cag-PAI (cytotoxin pathogenicity island)

· HspA HspB

· enzim ureaza, mucinaza i fosfolipaza

· N-metil-histamin

· medijatori upale

· produkt gena ice A

Nabolje istraženi čimbenik virulencije bakterije je protein CagA (cytotoxin associated antigen) 111,112,113,114,115. Dokazana je njegova uloga u regulaciji staničnih procesa, proliferaciji i apoptozi. Kancerogeni potencijal CagA pozitivnih sojeva H. pylori objašnjava se aktivacijom MAP-kinaza i indukcijom ekspresije protoonkogena c-fos i c-jun, aktivacijom signalnog puta nuklearnog faktora-kapa b i aktivator proteina-1(AP-1), mutacijom p53, te izbjegavanjem aktivacije enzima koji neutraliziraju reaktivne metabolite kisika. Aktivacijom signalnih puteva dolazi do aktivacije imunomodulatornih gena. Sam CagA protein je in vivo povezan s jačom upalom i stimulacijom sekrecije IL-8 i drugih proupalnih citokina (IL-alfa i beta), te pojačanom neutrofilnom infiltracijom sluznice želudca115,116,117.
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Slika 1 - Patogeneza promjena povezanih s proteinom CagA (preuzeto iz Blazer MJ, Atherton JC, 2004.)
Obzirom na prepoznate mehanizme povezane s prisutnošću proteina CagA njegova prisutnost pokušala se povezati i s različitim patohistološkim promjenama sluznice želudca te kliničkim dijagnozama. Učestalost specifičnih antitijela za CagA češća je u bolesnika s utvrđenim ulkusom. Slična seroprevalencija je dokazana i kod B-staničnog limfoma te adenokarcinoma želudca. Molekularne epidemiološke studije su ukazale da CagA pozitivni sojevi Helicobacter pylori značajno povećavaju rizik razvoja atrofije želudčane sluznice118,119,120,121,122. Prisutnost CagA može signalizirati pojačanu predispoziciju za razvoj težih kliničkih oblika bolesti.

Prvi opisani čimbenik virulencije Helicobacter pylori je bio toksin VacA 1988. g. Samo 50% sojeva Helicobacter pylori je toksično zbog prisutnosti vakuolizirajućeg citotoksina (Tox+) iako svi sojevi posjeduju gen vacA123,124,125,126.
[image: image2.jpg]S regiia Mregija

Secreted VacA
Signal M \Staniéno asocirani

pepida pa7podjedin. PS8 podjedin. _protein

8
proan B0 (]
b

Specifiéno
vezanje VacA
2aPTPrz
(ostale
receplore)

Specificni efektiu  Staranje erozija u Apoptoza Dodatni efeki (npr.
staniéno staniénoj membrani
signalizaij

na closkelet)

Povecana
transcelulama supresija
permeabilnost

Imunologka




Slika 2 - patogenetski mehanizmi povezani s proteinom VacA (preuzeto iz Blazer MJ, Atherton JC, 2004.)
Na slici 2 su prikazani patogenetski mehanizmi povezani s H. pylori infekcijom. Poznate su različite kombinacije signalnih (s) i srednjih sekvenci (m, eng. middle). Signalne sekvence determiniraju jačinu citotoksičnosti, a m regije staničnu specifičnost. Utvrđena su četiri tipa signalnih sekvenci s1a, s1b, s1c, s2 i dva tipa sekvenci srednje regije m1 i m2.
In vivo od osobite važnosti je genotip vacA prisutan u soju inficirane osobe. Sojevi s vacA m1 toksičniji su od vacA m2 (srednje toksični ili netoksični). Sojevi sa s1a/m1 alelima su toksičniji od sojeva sa s1b/m. VacA signalne sekvence se povezuju s razinama infiltracije upalnih stanica u mukozi. Sojevi s vacA s11 alelima uzrokuju jaču upalu, gušće rastu i koloniziraju veća područja želučane sluznice od sojeva sa s1b ili s2 alelima. Sojevi s alelima s2m2 ne produciraju toksičnu detektibilnu aktivnost. U serumu inficiranih osoba dokazana su protutijela na toksin235,107,109,110. ELISA-om su dokazana protutijela u bolesnika inficiranih sa sojevima koji produciraju toksin u većom omjeru od bolesnika inficiranih sojevima koji ne produciraju toksin.
3.3 Izvanželučane manifestacije H. pylori infekcije
Danas ima dokaza da Helicobacter pylori igra kritičnu ulogu u različitim izvanželučanim bolestima147,148. Enterohepatičke vrste Helicobacter pylori po raznim pretpostavkama igraju važnu ulogu kod hepatocelularnog karcinoma kao i upalnih bolesti crijeva. Helicobacter pylori ima velikog udjela kod idiopatske trombocitopenične purpure, sideropenične anemije96,97,95. Postoji sve više dokaza koji potencijalno povezuju Helicobacter pylori s kardiovaskularnim bolestima142,143,144,145,146,151,152.
3.4 Helicobacter pylori infekcije i komplikacije ateroskleroze
Prema dosadašnjim istraživanjima H. pylori ima utjecaj na kardiovaskularni sustav. Jia i sur. (2009.) ukazali su na snažnu poveznicu između H. pylori infekcije i sniženih vrijednosti HDL kolesterola za koje se zna da je rizičan čimbenik ishemijske bolesti srca79. Jafarzadeh i sur. (2010.) su dobili rezultate koji govore da povišenu seroprevalenciju H. pylori u bolesnika s ishemijskom bolesti srca u odnosu na kontrolnu skupinu136. Niccoli i sur. (2010.) su pokazali svojim istraživanjem da bolesnici inficirani sa CagA pozitivnim sojevima H. pylori imaju veće aterosklerotske promjene u odnosu na one inficirane s CagA negativnim sojevima H. pylori137,149,150,160,168. Isto tako su pokazali da je titar protutijela na CagA antigen bakterije H. pylori zastupljeniji u skupini bolesnika s koronarnom aterosklerozom u odnosu na kontrolnu skupinu bez ishemijske bolesti srca. Helicobacter pylori su visoko specijalizirane bakterije koje se dobro prilagođavaju različitim dijelovima tijela domaćina i mogu kolonizirati mjesta koja ne mogu kolonizirati druge bakterije. Želučana sluznica sa svojim miljeom predstavlja takav prostor.
Postoji kompleksan sustav gena i mehanizama koji objašnjavaju kako su želučane vrste Helicobacter pylori prilagođene kiseloj okolini153,154,155,156.

Helicobacteriacae mogu inficirati različite vrste kralježnjaka. Bakterija evoluira zajedno sa svojim domaćinom tokom niza godina i dobro je prilagođena određenim domaćinima98,99,100.
3.5 Imunobloting u detekciji čimbenika virulencije bakterije Helicobacter pylori
Imunobloting je metoda pogodna za proučavanje imunološkog odgovora na različite antigene Helicobacter pylori. Inicijalno su imunoblot kitovi razvijeni u pojedinim laboratorijima (in house) zbog potrebe testiranja u znanstvene svrhe. Kasnije su se razvili komercijalni kitovi s definiranim antigenima koji su spremni za inkubaciju140,141.

Time je smanjeno vrijeme potrebno za provedbu testa i reducirana potreba za specijalnom opremom. Istovremeno su i rezultati studija u kojima su primijenjeni postali komparabilniji. Western blot je visoko specifična i osjetljiva metoda (više od 90%). Predstavlja metodu izbora u osoba kod kojih nije postignut imunološki odgovor mjerljiv s ELISA-om. Obzirom na mogućnost testiranja prisutnosti antitijela na Helicobacter pylori koristi se i za testiranje na lažno pozitivni rezultat dobiven primjenom drugih seroloških metoda. Prednost Western blot metode, u odnosu na ostale serološke metode, je u mogućnosti istovremenog testiranja prisutnosti serološkog odgovora na više različitih specifičnih antigena od kojih su mnogi čimbenici virulencije bakterije – p120 (CagA), p95 (VacA), p75, p67 (flagelin), p66 (UreB), p57 (HSPhomolog), p54, p50, p33, p30 (OMP), p29 (UreA), p26, p19 (OMP) i p17127,128,129,130,131.

3.6 Chlamydophila pneumoniae
Chlamydophila pneumoniae je sitna kokoidna, nepokretna gram negativna bakterija i za razliku od ostalih bakterija ne može se umnožavati na neživim podlogama, jer je obligatni unutarstanični parazit i njena su osnovna obilježja sljedeća:

· dovoljno su veliki (od 250 do 1000 nm; veće od većine virusa) da bi ih se moglo prikazati pomoću svjetlosnog mikroskopa

· imaju nukleinske kiseline (RNK i DNK)
· obligatni su unutar stanični paraziti

· pojavljuju se u dvama morfološki i funkcionalno različitim oblicima: osnovno ili elementarno tjelešce (ET) i inicijalno ili retikularno tjelešce (RT)

ET i RT međusobno povezuju složeni procesi umnožavanja klamidija. Razvojni ciklus traje 48 do 72 sati u nekoliko u nekoliko točno određenih bioloških stadija. Zarazni oblik klamidije, ET, mora se pričvrstiti na specifične stanične receptore, potom ET ulazi u stanicu endocitozom unutar vakuole dobivene od stanične opne te se ET preoblikuje u RT (metabolički aktivna čestica, nepostojana izvan stanice, nije zarazna nakon čega nastupa binarna dioba RT-pa nastaju inkluzije nakon čega se retikularna tjelešca prestaju dijeliti i iz njih ponovo nastaju ET nakon lize stanica oslobađa se veliki broj novonastalih ET-a i potom započinje novi ciklus infekcije. Osjetljivi su na tetracikline, eritromicin i azitromicin167.

Patogen Chlamydophila pneumoniae (Chlamydia pneumoniae, C. pneumoniae) otkriven je 1986 g. Od 1989. g. je priznata kao treća Chlamydia podvrsta uz C. trachomatis te C. psittaci. Chlamydophila pneumoniae je raširena širom svijeta, te je isključivo humani patogen koji se prenosi putem aerosola192,193,194. Zbog promjena u njegovoj morfologiji, životni ciklus patogena sastoji se od dvije faze: tijekom prve faze, kada je rezistentan i ne-vijabilan, može se prenijeti aerosolima i uzrokovati infekciju. U drugoj fazi, kada postaje vijabilan, patogen ne uzrokuje nikakve simptome u stanicama domaćina193,194,195. Približno polovica infekcija prolazi asimptomatski ili može uzrokovati najviše blagu upalu grla193,194. Svi drugi slučajevi infekcija C. pneumoniae su uglavnom karakterizirane perzistirajućim neproduktivnim kašljem, glavoboljom i vrućicom. Poznata komplikacija je razvoj Chlamydijom uzrokovane upale pluća193,194,195. Kronične bolesti povezane s C. pneumoniae su bronhijalna astma, koronarna srčana bolest i ateroskleroza, kao i mnogo rjeđe bolesti poput meningoencefalitisa, miokarditisa te Guillain Barréov sindroma196. IgG protutijela usmjerena protiv C. pneumoniae mogu se naći značajno češće kod mladih bolesnika s koronarnom srčanom bolesti nego u kontrolnim skupinama197,198,199,200,201,202,203,204,205,206,207,208,209,210,211,212,213,214. Također se razmatra i povezanost s Alzheimerovom bolesti, fibromijalgijom, kroničnim umorom, prostatitisom i mnogim drugim poremećajima.

Sekundarni reaktivni C. pneumoniae uzrokovani artritis, koji je često praćen sinovialitisom ili tendovaginitisom, je od posebne važnosti jer ga je lako zamijeniti s reumatoidnim artritisom, ali za razliku od ovog posljednjeg njega je lako liječiti antibioticima kao i sve ostale infekcije C. pneumoniae206,215.

S obzirom da dijagnoza infekcija C. pneumoniae na osnovu simptoma ili radiografije nije u potpunosti pouzdana, zbog njihove enormne raznolikosti, laboratorijska dijagnostika tu ima značajnu ulogu194. Više od 50% odraslih iznad 20 godina starosti imalo je infekciju C. pneumoniae te ima protutijela usmjerena protiv tog patogena216. Serokonverzija je najčešće uočena u dobi između 5 i 15 godina192. Dijagnoza infekcija s C. pneumoniae može se postaviti određivanjem bakterija u sputumu ili u sekretu iz faringealnog trakta193. S obzirom da određivanje protutijela u krvi može biti povezano s akutnom ili prošlom infekcijom, potrebna je analiza protutijela nakon 6 tjedana od početka bolesti, kako bi se diferencirale prošle od kroničnih infekcija217,218. Proteine (antigene) C. pneumoniae je također moguće odrediti u krvi, bilo korištenjem analize direktne fluorescencije protutijela (enzimatska imunoanaliza = ELISA) ili "polymerase chain reaction (PCR)" / lančane reakcije polimerazom198,219,220.

Kod primarne infekcije C. pneumoniae, IgM protutijela se obično prva serološki detektiraju nakon 3 tjedna217,221. Trebaju proći još sljedeća 3 do 5 tjedana prije pojave značajnog porasta IgG-a. To znači da je detekcija protutijela moguća kasnije nego kod mnogih drugih infekcija216,219,220. Kod reinfekcije se porast IgG-a javlja nakon 1 do 2 tjedna, iako ponekad može u potpunosti izostati216. Slab porast IgM-a se može javiti kod reaktivirane infekcije218,222.

Križna reaktivnost s C. trachomatis te C. psittaci ne može biti isključena čak ni kod analize indirektne imunofluorescencije s inficiranim stanicama ili kod mikroimunofluorescencije (MIF) s elementarnim tijelima C. pneumoniae197,201,202,216,218,219,220,221,222,223,224,225,226,227,228,229. Paralelno određivanje protutijela usmjerenih protiv C. trachomatis može se provesti korištenjem EUROIMMUN ELISA analize za tip specifičnim glavnim proteinom vanjske membrane (MOMP) kao antigenom198,217,229,230. Dokazano je da ELISA ima izvrsnu osjetljivost i specifičnost pri određivanju ovih protutijela kako kod djece tako i kod odraslih201,202,220,226.

Liječenje infekcija C. pneumoniae antibioticima u pravilu traje između 10 i 14 dana, a u slučaju artritisa, tendinitisa ili tendovaginitisa uzrokovanih C. pneumoniae i 30-90 dana206,212.

Za sada ne postoji cjepivo protiv C. pneumoniae193. Zbog toga je osobna higijena najbolja mjera za prevenciju infekcije.

3.7 Chlamydophila pneumoniae i vaskularne bolesti
Izloženost C. pneumoniae je izuzetno velika, a incidencija raste s dobi. C. pneumoniae infekcija je jako povezana s bolešću koronarnih arterija kao i s aterosklerozom karotidne arterije, aorte i perifernih arterija. Ova povezanost je nađena u seroepidemiološkim studijama, te direktnom detekcijom organizma u aterosklerotskim lezijama putem imunohistokemije, PCR polymerase chain reaction (lančana reakcija polimeraze) elektronske mikroskopije i kulture tkiva. Animalni modeli se koriste za istraživanje uloge C. pneumoniae u iniciranju i progresiji aterosklerotske bolesti161,163,164,165. Povezanost ovog organizma s kardiovaskularnim komplikacijama dovela je do mnogih kliničkih pokusa s antibioticima za sekundarnu prevenciju ateroskleroze. C. pneumoniae može inficirati nekoliko tipova stanica, uključujući cirkulirajuće makrofage, arterijske glatke mišićne stanice i žilne endotelne stanice uzrokujući sekreciju proinflamatornih citokina i prokoagulanata iz endotelnih stanica od inficiranih makrofaga i stvaranja pjenušavih stanica od inficiranih makrofaga165,166,167,169.

Zapažanje o povezanosti ateroskleroze s kroničnim upalnim stanjem nije novo. Ovo stanje može nastati zbog kronične infekcije koja može inicirati ili ubrzati aterogenezu. Novije seroepidemiološke studije upućuju da infekcija C. pneumoniae prethodi razvoju vaskularne bolesti, baš kao i pušenje, hipertenzija i povišeni kolesterol LDL-lipoprotein male gustoće (low density lipoprotein). C. pneumoniae je obligatna intracelularna gram negativna bakterija koja je prvi put izolirana kao respiratorni patogen prije dva desetljeća. Ovaj organizam je također izoliran iz koronarnih arterija u pacijenata s akutnim koronarnim sindromom kao iz karotidnih arterija i aorte i perifernih arterija170,171,172,173,174.

Na staničnoj razini, antigen C. pneumoniae može započeti kaskadu rane translacije (provođenja) signala u ciljnim stanicama („TARGET CELLS“) dovodeći do aktivacije endotela, upale i tromboze.

Prisutnost C. pneumoniae u ateromu otkriva se serologijom koristeći specifična protu tijela protiv C. pneumoniae uključujući imunoglobulin IgG, IgM i IgA, a potvrđuje se imunohistokemijom, lančanom reakcijom polimeraze (PCR), Southern hibridizacijom, in situ hibridizacijom, elektronskom mikroskopijom i elektronsko-mikroskopskom imunohistokemijom, a uz to su vijabilni organizmi nađeni u aterosklerotskoj leziji pacijenta s bolešću koronarnih arterija. Općenito prevalencija infekcije C. pneumoniae raste s dobi, pozitivni titri antitijela nađeni su u muškaraca 80% i žena 70% u dobi od 65 godina i više175,176,177. Za usporedbu, seropozitivitet na C. pneumoniae je nađen u 50% ispitanika mlađih od 20 godina.

Ova razlika s obzirom na dob i prevalenciju, kombinirana s nedostatkom standardiziranih metoda kojima bi se dokazala povezanost s dobi, dovela je do različitih studija u kojima su nađeni proturječni rezultati o združenosti cirkulirajuće C. pneumoniae DNA i titra antitijela s infekcijama C. pneumoniae u aterosklerotskih pacijenata178,179. Saikku i suradnici (1997.) su našli da pacijenti s akutnim infarktom miokarda imaju veće titrove protu tijela na C. pneumoniae nego uspoređeni zdravi ljudi.

Ultrastrukturno prisustvo C. pneumoniae je nađeno na tračcima masti u sklopu koronarnih arterija i u glatkomišićnim stanicama intime kod umrlih pacijenata od koronarne ateroskleroze. Ovi nalazi su reproducirani – Kuo i suradnici (1999.) su našli histološki i PCR metodom potvrđen dokaz C. pneumoniae u 86 % ateroma u koronarnim arterijama mlađih odraslih osoba, a uz to većina ovih pacijenata s koronarnom aterosklerozom imala je pozitivan test na C. pneumoniae putem PCR, imunohistokemije, elektronske mikroskopije ili hibridizacije in situ. Muhlestein je 1996.g. sa suradnicima koristio imunofluorescenciju te otkrio prisutnost C. pneumoniae u 70 od 90 uzoraka aterosklerotskog tkiva kod simptomatskih pacijenata koji su bili na koronarnoj revaskularizaciji180,181,182.

Naprotiv, mikroorganizam je detektiran u samo 1 uzorku od neaterosklerotskog koronarnog tkiva.
Posve nedavno, Archi i suradnici (2000.) su našli da su visoki titri C. pneumoniae IgA i IgG bili značajno združeni s akutnim infarktom miokarda u kohorti muškaraca dobi od 30-50 godina te zaključili da bi nedavna ili kronična infekcija mogla biti povezana s povećanim rizikom za akutni infarkt miokarda219,220.

Veza između C. pneumoniae i koronarne ateroskleroze je dokazana u studijama u kojima su antitijela protiv članova skupine (heat shock – toplotni udar) proteina nađena u osoba s perzistentnom infekcijom C. pneumoniae183. Povećana razina ovih C. heat shock proteina (cHSPs) dovodi do lokalnog upalnog stanja. Ova perzistentna intracelularna infekcija može objasniti moguću otpornost C. pneumoniae na antibiotsko liječenje i može biti mehanizam koji povezuje aterogenezu i kroničnu latentnu infekciju.

Detekcija C. pneumoniae korištenjem imunocitokemije i PCR-a u ateromskim plakovima tkiva odstranjenog tijekom karotidne endarterektomije inspirirala je mnoge studije o mogućoj svezi između infekcije C. pneumoniae i karotidne ateroskleroze. U jednoj takvoj studiji nađene su u 18 (38%) od 48 uzoraka karotidnog plaka nakon karotidne endarterektomije. Prisutnost organizma bila je udružena s povećanom razinom (acute phase proteina) i proinflamatornih biljega kao što je C-reaktivni protein.

U drugoj studiji, Sessa i suradnici (1999.) našli su serološki dokaz u prilog vezi između Chlamydophila pneumoniae i DNA u mononuklearnim stanicama periferne krvi i simptomatske karotidne ateroskleroze161,162. Organizam je nađen u 72.2% pacijenata sa simptomatskom bolešću te samo u 30.3% pacijenata s asimptomatskom bolešću.

Ranija izvješća sugeriraju povezanost između prisutnosti C. pneumoniae i ekspanziji AAA, a i rizika od rupture i mogućnosti procjene točnog vremena za elektivni zahvat. Međutim, manjak standardiziranih metoda za testiranje infekcije C. pneumoniae dovelo je do kontradiktornih tvrdnji161,162,163,164.

C. pneumoniae može inducirati imunološku aktivaciju uzrokujući kronično oštećenje endotelnih stanica što može biti medijator proteolitičkog procesa u stijenci abdominalne aorte. Pretpostavlja se da vanjski membranski protein C. pneumoniae aktivira autoimunu reakciju u stijenci aorte što se vidi po jakoj unakrsnoj reakciji između vanjskog membranskog proteina C. pneumoniae i humanog imunoglobulina. Studije elektronske mikroskopije su pokazale elementarno tjelešce C. pneumoniae u makrofagu nalik stanicama u intimi aterosklerotične aorte.

Cheuk i suradnici (2005.) su PCR metodom testirali stijenku aorte u 16 pacijenata s rupturiranom AAA i našli su C. pneumoniae u svima174.

Blassi i sur. (1999.) su u studiji od 41 pacijenta s AAA našli C. pneumoniae u mononuklearnim stanicama periferne krvi kao i u tkivu AAA u 9% pacijenata161,162,163.

Sva navedena istraživanja sugeriraju da je DNA C. pneumoniae prisutna u ateromima perifernih arterija i da je infekcija njome važna u patogenezi vaskularne bolesti. Također se smatra da prisutnost C. pneumoniae u aterosklerotskim tkivima sugerira tek združenost i ne utvrđuje etiološki odnos.

C. pneumoniae zahvaća žilni sustav tijekom lokalne upale kod infekcije donjeg respiratornog trakta. Inficirani alveolarni makrofagi transmigriraju kroz staničnu barijeru i omogućuju pristup patogena u limfatički sistem, sistemsku cirkulaciju i aterome. C. pneumoniae može inficirati brojne stanice uobičajeno prisutne u ateromima, uključujući endotelne stanice koronarnih arterija, makrofage i SMC arterija (smooth muscle cells – glatkomišićne stanice). Inficirane stanice zbog adhezije molekula s ekspresijom proizvode upalne citokine, a time dovode do adherencije leukocita, migracije leukocita i upale intime185,186.

Infekcija humanih endotelnih stanica također započinje transendotelno migraciju neutrofila i monocita i sekreciju interleukina IL-8 i prokoagulantnog tkivnog faktora IL-6 i plazminogen aktivatora inhibitora 1.

Infekcija i proliferacija SMC može biti potaknuta endotelnom infekcijom s C. pneumoniae i može biti uzrokovana direktnom infekcijom koja vodi k oslobađanju IL-6 i bazičnog faktora rasta fibroblasta (bFGF – eng. basci fibroblast growth factor) 184,188.

C. pneumoniae inficira humane makrofage koji izlučuju povećane razine inflamatornih citokina, kao što su tumor necrosis faktor alfa i beta IL-1 beta, IL-6, 1-alfa kao povećana sekrecija IL-10 koji može spriječiti apoptozu i stoga podržavati upalu.

Većina infekcija izazvanih s C. pneumoniae prolazi bez simptoma. Bolest se najčešće očituje kao faringitis s umjerenom vrućicom uz poneke manje i teže komplikacije kod starijih ljudi i pridruženih bolesti.

Laboratorijska dijagnostika C. pneumoniae provodi se različitim tehnikama od kojih je najosjetljiviji postupak lančane reakcije polimerazom (PCR) stijenke aorte za otkrivanje nukleinske kiseline u biološkim uzorcima i osjetljivija je od izolacije u staničnoj kulturi174. U rutinskoj dijagnostici najčešće se rabe serološke metode (RVK – reakcija vezanja komplementa, IFA – imunofluorescentna analiza, ELISA – eng. Enzyme-linked Immunosorbent Assay).

4 HIPOTEZA

Pretpostavka je da u ispitivanoj skupini bolesnika, koji su podvrgnuti operativnom zahvatu – resekcija aneurizme abdominalne aorte te rekonstrukcija graftom postoji veći postotak bolesnika koji imaju potvrđenu infekciju, kroničnu ili prošlu, bakterijama H. pylori i Chlamydophila pneumoniae.

Pretpostavka je da će se metodom PCR utvrditi prisutnost DNA bakterija H. pylori i C. pneumoniae stijenci aneurizmi abdominalne aorte za koje se smatra da imaju ulogu u nastanku, razvoju i progresiji bolesti – aneurizme abdominalne aorte.

5 CILJEVI ISTRAŽIVANJA
Ciljevi istraživanja su, u svih ispitanika koji imaju aneurizmu abdominalne aorte, a u kojih postoji indikacija za kirurškim liječenjem (resekcija AAA i popravak vaskularnim graftom):

· Utvrditi serološki status u odnosu na bakteriju H. pylori i C. pneumoniae i usporediti s incidencijom H. pylori i C. pneumoniae u odrasloj Hrvatskoj populaciji.
· U skupini H. pylori i C. pneumoniae pozitivnih bolesnika utvrditi čimbenike virulencije bakterije H. pylori i C. pneumoniae i odrediti najzastupljenijeg u ispitivanoj skupini.

· U kirurški odstranjenoj stijenci aneurizme abdominalne aorte ispitanika i u kirurški odstranjenoj stijenci kontrolne skupine bolesnika ispitati prisutnost genomske DNA bakterija H. pylori i C. pneumoniae.

6 MATERIJAL, METODE I PLAN ISTRAŽIVANJA
Ispitanici: tijekom 2.-12. mjeseca 2010. g. skupljali su se uzorci stijenke aneurizme abdominalne aorte u bolesnika koji su imali proširenu aortu iznad 5.5 cm i kod kojih je indiciran i potreban operacijski zahvat-resekcija aneurizme abdominalne aorte s rekonstrukcijom pomoću vaskularnog grafta. Za to vrijeme skupljeno je 40 uzoraka stijenke aneurizme abdominalne aorte.
Uključni kriteriji bolesnika za ovo ispitivanje su:
1) ispitanici u kojih postoji indikacija za resekcijom aneurizme abdominalne aorte

2) dob ispitanika starija od 18 godina

3) ispitanici koji ranije nisu liječeni eradikacijskom terapijom ili primali inhibitor protonske pumpe i/ili uzimali antibiotike unatrag 4 tjedna od operacijskog zahvata

4) pozitivan informirani pristanak za studiju

Isključni kriteriji za studiju su:

1) ispitanici mlađi od 18 godina

2) ispitanici ranije liječeni eradikacijskom terapijom za H. pylori i/ili primali antibiotike ili/i inhibitore protonske pumpe

3) nepotpisani informirani pristanak za studiju

Kontrolna skupina su bili bolesnici koji su bili podvrgnuti premosnicama na srcu, a nemaju aneurizmatsku bolest aorte. Uzorak se skupljao nakon ekscizije dijela aorte za ušivanje proksimalne anastomoze venskog grafta. U kontrolnoj skupini bio je 41 bolesnik. Kriteriji uključivanja i isključivanja su bili isti kao kod ispitanika.
Svi ispitanici su prije postupka ispitivanja bili upoznati s tijekom i svrhom ove studije te potpisali informirani pristanak. Ispitivanje se provodilo s odobrenjem Etičkog povjerenstva KB Merkur i Prirodoslovno-matematičkog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu uz osigurano poštivanje temeljnih etičkih i bioetičkih principa – osobni integritet (automnost), pravednost, dobročinstvo i neškodljivost – u skladu s Nuernberškim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinške deklaracije.

Ispitanici u ovoj studiji su bili bolesnici Centra za bolesti krvnih žila, Klinike za kirurgiju KB Merkur te bolesnici Specijalne bolnice za kardijalnu i vaskularnu kirurgiju i kardiologiju Magdalena iz Krapinskih Toplica. Svaki od bolesnika je imao indikaciju za kirurškim liječenjem. Ispitanici za resekcijom aneurizme abdominalne aorte i rekonstrukcija s graftom, a kontrolna skupina bolesnika je imala zbog ishemijske bolesti srca indikaciju za premosnicama na srcu. Po dolasku na liječenje ispitanici i bolesnici u kontrolnoj skupini su detaljno pregledani te u svih bolesnika je uzeta detaljna anamneza poradi isključivanja iz studije ispitanika i bolesnika u kontrolnoj skupini koji nisu bili unutar kriterija.
6.1 Prikupljanje i procesuiranje uzoraka
Za utvrđivanje serološkog statusa ispitanika koristili su se serumi koji se odvajaju iz pune krvi bolesnika volumena cca 7ml, uzeti za rutinske peri i pre-operativne pretrage. Krv bolesnika tijekom hospitalizacije uz informirani pristanak uzimali smo  u epruveti bez antikoagulansa. Nakon odvajanja ugruška centrifugiranjem, serum smo pospremali i zamrzavali do daljnjih seroloških testiranja. Uzorci za ispitivanje prisutnosti DNA H. pylori i C. pneumoniae su dijelovi stijenke aneurizmatske vreće abdominalne aorte koji se rutinski reseciraju prilikom operativnog postupka i odlažu u biološki otpad.
Svi uzorci stijenki abdominalne aorte su uzeti u operacijskoj sali u sterilnim uvjetima. Fragmente stijenke smo pohranili u Tris-EDTA pufer i dostavili smo u mikrobiološki laboratorij odmah po uzimanju i do trenutka izolacije DNA, pohranili smo u tekućem dušiku. DNA smo izolirali uz korištenje komercijalnih kitova koji sadrže digestijski pufer za tkivo, a vezanje i ekstrakcija DNA smo provodili na kolonama sa silikagelom, uzastopnim ciklusima centrifugiranja i finalnim elucijskim postupkom.

Ekstrahirana DNA je alikvotirana i pohranjena na -20 °C do daljnje analize. Detekcija genomske DNA H. pylori smo izvodili metodom ugniježđene-PCR nakon kojeg smo odvajanje i vizualizaciju amplifikacijskih produkata provodili metodom elektroforeze u gelu i bojanjem etidij-bromidom. Detekcija DNA Chlamydophila pneumoniae provodili smo  kvantitativnom metodom Real-Time PCR s fluorescentnim probama.

Iz seruma ispitanika analizirali smo prisutnost IgG i IgA protutijela na tri skupine antigena H. pylori. Serološki odgovor na prisutnost C. pneumoniae smo određivali metodom ELISA.
6.2 Određivanje protutijela na H. pylori – ELISA metoda
VIDAS HYP test koristi se kao pomoć u dijagnozi infekcije H. pylori kod odrasle populacije sa simptomima infekcije. Radi se o kvalitativnom testu za upotrebu na VIDAS instrumentima za detekciju anti – Helicobacter pylori IgG protutijela u humanom serumu ili plazmi (EDTA) pomoću ELFA metode (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

Postoje invazivne i neinvazivne metode određivanja prisustva H. pylori. Biopsija endoskopijom tradicionalno se koristi za uzimanje uzorka želučanog ili duodenalnog tkiva za naknadno bojenje, uzgoj kulture i/ili direktnu detekciju ureaze.

Kod biopsije inficiranih pojedinaca mogu se dobiti lažno negativni rezultati zbog nejednake raspodjele H. pylori u uzorku ili zbog uzimanja tkiva s neživim H. pylori ili onim koji ne stvaraju ureazu207. Također, invazivne metode kao što je endoskopija neugodne su za pacijenta, rizične i skupe.

U neinvazivne metode spadaju serološke tehnike i izdisajni test ureaze. Izdisajni test ureaze detektira prisustvo H. pylori preko njegove visoke ureazne aktivnosti. Pacijent oralno u organizam unosi ureu obilježenu ugljikom-14 ili ugljikom-13, a prisustvo izdahnutog ugljik dioksida određuje se masenom spektrometrijom. Izlaganje pacijenta radioizotopima i skupa oprema lošije su strane ove metode207,208. Pacijenti inficirani s H. pylori razvijaju serumska protutijela koja su u korelaciji s histološki potvrđenom H. pylori infekcijom. 

Serološke metode (poput enzimskog imunotesta) nisu invazivne niti skupe, brze su, lako se izvode, a njihova glavna prednost pred invazivnim metodama je da ne ovise o ispravnosti uzorkovanja209.

6.2.1 Princip testa
Princip testa je kombinacija dvostupanjskog sendvič enzimskog imunotesta s krajnjim očitavanjem fluorescencije (ELFA). Sve korake, kao i temperaturu testiranja automatski kontrolira instrument. Solid Phase Receptacle (SPR) predstavlja istovremeno krutu fazu testa i pipetor. Svi potrebni reagensi su u obliku spremnom za upotrebu i nalaze se originalno zatvoreni u reagens stripu. 

Nakon preliminarne faze ispiranja i razrjeđivanja uzorka, uzorak se određeno vrijeme ciklički usisava i isisava iz SPR-a. U uzorku prisutna IgG protutijela na H. pylori, vežu se na H. pylori antigen na unutrašnjoj stijenci SPR-a. Nevezane komponente odstranjuju se ispiranjem.

Anti-humana IgG protutijela konjugirana alkalnom fosfatazom ciklički se usisavaju i isisavaju iz SPR-a i vežu na svaki humani IgG vezan na unutrašnju stijenku SPR-a. Završni korak ispiranja uklanja nevezane konjugate anti-humanih protutijela.

Tijekom završne faze detekcije, supstrat (4-metil-umbeliferil fosfat) ciklički se usisava i isisava iz SPR-a. Konjugirani enzim katalizira hidrolizu supstrata u fluorescentni produkt (4-metil-umbeliferon) čija se fluorescencija mjeri na 450 nm. Intenzitet fluorescencije mjeri se pomoću optičkog čitača u VIDAS instrumentu. 

Na kraju testiranja, instrument ispisuje rezultate automatski analizirane na temelju vrijednosti standarda pohranjenih u memoriji računala. Za svaki testirani uzorak uračunavaju se dva očitavanja fluorescencije u optičkoj kiveti stripa. Prvo je temeljno očitavanje supstrata i kivete prije uranjanja SPR-a u supstrat. Drugo očitavanje se dešava nakon inkubacije supstrata s enzimom preostalim u unutrašnjosti SPR-a. Temeljno očitavanje se oduzima od završnog kako bi se dobila relativna fluorescentna vrijednost (RFV) rezultata testa. 

TV = vrijednost testa = RFV uzorka / RFV standarda

Vrijednost testa se zatim uspoređuje s graničnim vrijednostima pohranjenim u instrumentu i interpretira se krajnji rezultat. 

Interpretacija rezultata testa temelji se na vrijednosti testa kako slijedi:

Rezultati s vrijednostima testa nižim od niže granične vrijednosti ukazuju da pacijent ne posjeduje anti – H. pylori protutijela koja se mogu detektirati.

Tablica 2 - Granične vrijednosti i interpretacija rezultata VIDAS HYP testa
	GRANIČNA VRIJEDNOST TESTA
	INTERPRETACIJA

	TV < 0.75
	negativan

	0.75 ≤ TV < 1.00
	granični

	TV ≥ 1.00
	pozitivan


6.3 Detekcija protutijela na H. pylori - Western blot 
Serološka metoda Western blot (Euroimmun Medizinische Labordiagnostik AG, Lubeck) provedena je prema uputama proizvođača. Navedenom metodom utvrđena je prisutnost antitijela klase IgG za H. pylori specifične i nespecifične antigene – čimbenike virulencije bakterije H. pylori.

Prema uputama proizvođača 16 antigena (proteina) bakterije H. pylori podijeljena su u 3 kategorije specifičnosti za bakteriju141:

· 1. kategorija: antigeni koji su nedefinirani i moguća je unakrsna reaktivnost s drugim bakterijama: p13, p41, p50, p54 (flagelin), p57 (HSP homolog; eng. Heat Shock Protein homolog), p67 (FSH; eng.Flagellar Sheath Protein), p57

· 2. kategorija: antigen p66 (teška podjedinica enzima ureaze UreB)

· 3. kategorija: specifični antigen za bakteriju H. pylori p17, p19 (OMP eng.Outer Membrane Protein), p26, p29 (laka pod jedinica ureaze - UreA) p33, p59 (VacA) i p120 (CagA)

Svaka trakica za testiranje sadržava ranije navedene, gel elektroforezom odvojene antigene-ekstrakte prethodno izolirane bakterije H. pylori. Za svaki kit uključena je u paket i trakica inkubirana s referentnim pozitivnim serumom, (referentna trakica za potvrđivanje pozitivnog nalaza ispitivanja).

Za infekciju bakterijom H. pylori nalaz se smatrao pozitivnim u slučaju kada minimalno dva rezultata prisutnosti antitijela na protein iz kategorije 3 su pozitivna.

Negativan nalaz je definiran odsustvom prisutnosti antitijela na sve proteine ili slaba reakcija s nekim proteinima iz kategorije 1 i/ili 2 ili slaba reakcija s jednim proteinom iz kategorije 3.

Prilikom izvođenja ispitivanja pripremljena je otopina univerzalnog pufera i destilirane vode u omjeru 1:10. Serumi ispitanika se otope na sobnoj temperaturi te se razrijede s otopinom univerzalnog pufera u omjeru 1:51. Trakice se postave u za to predviđene jažice i inkubiraju s 1.5 ml otopine univerzalnog pufera kroz 15 minuta na tresilici.

Nakon aspiracije univerzalnog pufera svakoj jažici s trakicom za testiranje se doda 1,5 ml otopine odgovarajućeg ispitanikovog seruma i inkubira 30 minuta na tresilici.

Učinjena je aspiracija otopine seruma i jažice isprane 3x s otopinom univerzalnog pufera (kroz 5 minuta na tresilici). Enzimatski konjugat alkalne fosfataze povezan s anti-humanim IgG razrijeđen je otopinom univerzalnog pufera u omjeru 1:10. Jažicama s trakicama za testiranje dodano je 1,5 ml otopine enzimatskog konjugata uz inkubaciju na tresilici kroz 30 minuta. Jažice su aspirirane i isprane (tri puta) s otopinom univerzalnog pufera (kroz 5 minuta na tresilici).

Svakoj jažici doda se otopina enzimatskog supstrata (nitrobluetetrazoliumklorid-bromo-4-kloro-3-indolfosfat;NBT/BCIP) uz inkubaciju 10 minuta na tresilici. Jažice su aspirirane i isprane s destiliranom vodom. Nakon sušenja na sobnoj temperaturi rezultat se vizualno očita, usporedbom prisutnosti obojenih polja s odgovarajućim pozitivnim antigenim poljima na referentnoj trakici inkubiranoj s pozitivnim serumom (uključena u paket testiranje). Na svakoj trakici se nalazilo i kontrolno polje kojim se testira ispravnost provedbe testiranja (u slučaju ispravne provedbe polje se oboji u tamno ljubičasto).

6.3.1 Kemikalije i uređaji
Korišteni su Western blot paketi za serološko testiranje na prisutnost antigena bakterije H. pylori (Westernblot, Euroimmun Medizinische Labordiagnostica AG Lubeck). Paket uključuje 16 trakica za testiranje s elektroforetskim odvojenim poljima antigena bakterije H. pylori, jednu referentnu trakicu inkubiranu s pozitivnim serumom, otopinu enzimatskog konjugata alkalne fosfataze povezane s anti-humanim IgG, otopinu enzimatskog supstrata, jažicu za inkubaciju, koncentrat univerzalnog pufera. Inkubacija se provodi na tresilici pri sobnoj temperaturi.
6.4 Anti-Chlamydia pneumoniae ELISA (IgG)
Principi određivanja: ELISA kit za određivanje omogućuje semikvantitativnu ili kvantitativnu in vitro analizu na ljudska protutijela klase IgG usmjerena protiv C. pneumoniae u serumu ili plazmi. Kit za određivanje sadrži mikrotitarske trake od kojih svaka ima 8 odvojivih reagens jažica presvučenih s antigenima C. pneumoniae. U prvom koraku reakcije, razrijeđeni uzorci pacijenata inkubiraju se u jažicama. U slučaju pozitivnih uzoraka, specifična IgG protutijela (IgA i IgM također) vezat će se na antigene. Za detekciju vezanih protutijela, provodi se druga inkubacija upotrebom enzimski obilježenog anti-humanog IgG-a (enzimski konjugat), koji ima sposobnost poticanja reakcije obojenja.
Tablica 3 - Sadržaj ELISA kita za određivanje IgG C. pneumoniae
	KOMPONENTA

	1.
Mikropločice s jažicama, presvučene antigenima: 12 traka s mikropločicama od kojih svaka sadrži 8 pojedinačno odvojivih jažica u okviru, spremne za upotrebu

	2.
Umjerni materijal (kalibrator) 1
200 RU/ml (IgG, ljudski), spreman za upotrebu

	3.
Umjerni materijal (kalibrator) 2
20 RU/ml (IgG, ljudski), spreman za upotrebu

	4.
Umjerni materijal (kalibrator) 3
2 RU/ml (IgG, ljudski), spreman za upotrebu

	5.
Pozitivna kontrola
(IgG, ljudski), spremna za upotrebu

	6.
Negativna kontrola
(IgG, ljudski), spremna za upotrebu

	7.
Enzimski konjugat
peroksidazom obilježeni anti-humani IgG (zečji), 
spreman za upotrebu

	8.
Pufer za uzorke
spreman za upotrebu

	9.
Pufer za ispiranje
10x koncentrat

	10.
Otopina kromogena/supstrata
TMB/H2O2, spremna za upotrebu

	11.
Stop otopina
0.5 M sumporna kiselina, spremna za upotrebu

	12.
Upute za određivanje

	13.
Protokol s ciljanim vrijednostima

	14.
Zaštitna folija

	.LOT
Lot

	.IVD
In vitro određivanje


6.4.1 Priprema i stabilnost uzoraka seruma ili plazme
Vrste uzoraka: Ljudski serum ili EDTA, heparinizirana ili citratna plazma. 

Stabilnost: Uzorke pacijenata koje smo ispitivali, pohranili smo na temperaturi od +2°C do +8°C do 14 dana. Razrijeđene uzorke inkubirali smo unutar jednog radnog dana.

Razrjeđenje uzoraka: Uzorci pacijenata se razrjeđuju u omjeru 1:100 pomoću pufera za uzorke.  

Napomena: Umjerni materijali (kalibratori) i kontrole su već razrijeđeni i spremni za upotrebu pa ih nismo razrjeđivali.
6.4.2 Inkubacija
Za semikvantitativnu analizu inkubirali smo umjerni materijal (kalibrator) 2 zajedno s pozitivnim i negativnim kontrolama i uzorcima pacijenata. Za kvantitativnu analizu inkubirali smo umjerne materijale (kalibratore) 1, 2 i 3 zajedno s pozitivnim i negativnim kontrolama i uzorcima pacijenata.

	Inkubacija uzorka:

(1. korak)

	Prebacili smo 100 µl umjernih materijala (kalibratora), pozitivnih i negativnih kontrola ili razrijeđenih uzoraka pacijenata u pojedinačne jažice na mikropločici, u skladu s protokolom pipetiranja. 

Za ručno provođenje analize prekrili smo reagens jažice zaštitnom folijom. Za automatizirano provođenje analize slijedili smo preporuke proizvođača instrumenta vezane uz zatvaranje reagens jažica.

Inkubirali smo kroz 30 minuta pri 37°C ( 1°C.

	Ispiranje:
	Ručno: Ispraznili smo jažice i isprali smo 3 puta za redom koristeći 300 µl pufera za ispiranje radne jačine za svako ispiranje.

Automatsko: Isprali smo reagens jažice 3 puta pomoću 450 µl pufera za ispiranje radne jačine (postavka programa: npr. TECAN Columbus Washer “Overflow Modus”).

	
	Ostavili smo pufer za ispiranje u svakoj jažici kroz 30 do 60 sekundi po ciklusu ispiranja, a zatim ispraznili jažice. Nakon ispiranja (ručna i automatizirana određivanja), temeljito smo uklonili svu tekućinu s mikropločica, tapkanjem po apsorbirajućem papiru, s otvorima okrenutim prema dolje, kako bi se uklonili svi ostaci pufera za ispiranje.

	
	Napomena: Dijelovi tekućine (>10 µl) zaostali u reagens jažicama nakon ispiranja mogu interferirati sa supstratom i uzrokovati lažno snižene vrijednosti ekstinkcije. Nedostatno ispiranje (npr., manje od 3 ciklusa ispiranja, premali volumeni pufera za ispiranje ili prekratko vrijeme reakcije) može dovesti do lažno povišenih vrijednosti ekstinkcije.

	Inkubacija konjugata:

(2. korak)
	Otpipetirali smo 100 µl enzimskog konjugata (peroksidazom obilježeni anti-humani IgG) u svaku jažicu na mikropločici. 

Za ručno provođenje analize prekrili smo reagens jažice zaštitnom folijom. Za automatizirano provođenje analize slijedili smo preporuke proizvođača instrumenta vezane uz zatvaranje reagens jažica.

Inkubirali smo kroz 30 minuta pri 37°C ( 1°C.

	Ispiranje:
	Ispraznili smo jažice. Isprali smo na gore opisani način.

	Inkubacija supstrata:

(3. korak)
	Otpipetirali smo 100 µl otopine kromogena/supstrata u svaku jažicu na mikropločici. Inkubirali smo kroz 15 minuta pri sobnoj temperaturi (+18°C do +25°C) (zaštićeno od direktnog sunčevog svjetla).

	Zaustavljanje reakcije:
	Otpipetirali smo 100 µl stop otopine u svaku jažicu na mikropločici istim redom i istom brzinom kojom je uvedena otopina kromogena/supstrata.

	Mjerenje:
	Fotometrijsko mjerenje intenziteta obojenja proveli smo pri valnoj dužini od 450 nm te referentnoj valnoj dužini između 620 nm i 650 nm unutar 30 minuta od dodavanja stop otopine. Prije mjerenja, lagano smo protresli mikropločice kako bismo osigurali homogenu raspodjelu otopine. 



6.4.3 Protokol pipetiranja
Tablica 4 - protokol pipetiranja
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	C   2
	P   6
	P 14
	P 22
	
	
	C 1
	P   4
	P 12
	P 20
	
	

	B
	poz.
	P   7
	P 15
	P 23
	
	
	C 2
	P   5
	P 13
	P 21
	
	

	C
	neg.
	P   8
	P 16
	P 24
	
	
	C 3
	P   6
	P 14
	P 22
	
	

	D
	P   1
	P   9
	P 17
	
	
	
	poz.
	P   7
	P 15
	P 23
	
	

	E
	P   2
	P 10
	P 18
	
	
	
	neg.
	P   8
	P 16
	P 24
	
	

	F
	P   3
	P 11
	P 19
	
	
	
	P   1
	P   9
	P 17
	
	
	

	G
	P   4
	P 12
	P 20
	
	
	
	P   2
	P 10
	P 18
	
	
	

	H
	P   5
	P 13
	P 21
	
	
	
	P   3
	P 11
	P 19
	
	
	


Protokol pipetiranja za mikrotitarske trake 1-4 je primjer za semikvantitativne analize za 24 uzorka pacijenata (P 1 do P 24).

Protokol pipetiranja za mikrotitarske trake 7-10 je primjer za kvantitativne analize za 24 uzorka pacijenata (P 1 do P 24).

Umjerni materijali (kalibratori) (C 1 do C 3), pozitivne (poz.) i negativne (neg.) kontrole, kao i uzorci (seruma) pacijenata, inkubirali smo svaki u jednoj jažici. Pouzdanost ELISA određivanja može se poboljšati određivanjem svakog uzorka u duplikatu.

Jažice smo pojedinačno odvojili od traka. To čini mogućim podešavanje broja korištenih ispitnih supstrata broju uzoraka koje treba ispitati te se tako minimalizira potrošnja reagensa.

I pozitivne i negativne kontrole služe kao interne kontrole za provjeru pouzdanosti postupka određivanja. Ispitali smo ih sa svakim postupkom određivanja.

6.4.4 Izračun rezultata
Semikvantitativno: Rezultati mogu biti evaluirani semikvantitativno, preko izračuna omjera ekstinkcijskih vrijednosti kontrole ili uzorka pacijenta u odnosu na ekstinkcijsku vrijednost umjernog materijala (kalibratora) 2. Izračunali smo omjer prema sljedećoj formuli:
	Ekstinkcija kontrole ili uzorka pacijenta
	= omjer

	Ekstinkcija umjernog materijala (kalibratora) 2
	


EUROIMMUN preporučuje sljedeću interpretaciju rezultata:

	omjer <0.8:
	
	negativno

	omjer (0.8 do <1.1:
	
	granično

	omjer (1.1:
	
	pozitivno


U slučaju graničnih rezultata mjerenja, nakon 7 dana treba smo uzeli dodatne uzorke od pacijenta i ponovo ih ispitali u paraleli s prvim uzorkom bolesnika. Rezultati mjerenja iz oba uzorka su nam omogućili bolju evaluaciju promjena u titru.

Kvantitativno: standardna krivulja iz koje može biti uzeta koncentracija protutijela u uzorcima seruma pacijenata dobivena je pomoću „point-to-point plottinga“ ekstinkcijskih vrijednosti izmjerenih za 3 umjerna materijala (kalibratora) u odnosu na odgovarajuće jedinice (linearno/linearno). Koristili smo “point-to-point plotting” za izračun standardne krivulje pomoću računala. Sljedeći graf je primjer tipične umjerne (kalibracijske) krivulje.



Slika 3 - ekstinkcija
Ukoliko smo dobili ekstinkciju uzoraka seruma koji su iznad vrijednosti umjernog materijala (kalibratora) 1 (200 RU/ml), rezultate smo prikazivali kao “>200 RU/ml“. Prema preporuci smo ponovili ispitivanje uzorka pri razrjeđenju od 1:400. Rezultat u RU/ml očitan iz umjerne (kalibracijske) krivulje za taj uzorak zatim smo pomnožili faktorom 4.

Gornja granica referentnog raspona kod nezaraženih osoba (“cut-off”) prema preporuci tvrtke EUROIMMUN je 20 relativnih jedinica (RU) /ml. EUROIMMUN preporučuje interpretaciju rezultata kako slijedi:

	<16 RU/ml:
	
	negativno

	(16 do <22 RU/ml:
	
	granično

	(22 RU/ml:
	
	pozitivno


Za određivanja u duplikatu treba uzeti srednju vrijednosti od dvije dobivene vrijednosti. Ukoliko dvije vrijednosti značajno odstupaju jedna od druge, uzorak smo ponovo ispitali. 

Za dijagnostičke svrhe, uz serološke rezultate uvijek treba uzeti u obzir i kliničke simptome pacijenta.
6.4.5 Karakteristike analize
Umjeravanje (kalibracija): Kako ne postoji međunarodni referentni serum za (određivanje) protutijela usmjerenih protiv C. pneumoniae, umjeravanje (kalibracija) smo provodili u relativnim jedinicama (RU).

Za svaku grupu provedenih određivanja, ekstinkcijske vrijednosti umjernih materijala (kalibratora) i relativne jedinice i/ili omjeri ispitanih pozitivnih i negativnih kontrola moraju ležati unutar granica navedenih za odgovarajući lot kita za ispitivanje. Protokol koji sadrži ove ciljane vrijednosti je priložen. Ukoliko vrijednosti navedene za kontrole nisu postignute, rezultati ispitivanja mogu biti netočni pa ispitivanje treba ponoviti.

Aktivnost korištenog enzima ovisna je o temperaturi te vrijednosti ekstinkcije mogu varirati ukoliko se ne koristi termostat. Što je viša sobna temperatura za vrijeme inkubacije supstrata, to će biti i više vrijednosti ekstinkcije. Navedene varijacije se također odnose i na vrijeme inkubacije. Bez obzira na to što su umjerni materijali (kalibratori) subjekt istih utjecaja, rezultat je da će takve varijacije biti jače kompenzirane pri izračunu rezultata.

Antigen: Baza za pripremu antigena bile su HEp-2 stanice inficirane “CDC/CWL-029“ sojem C. pneumoniae. Elementarna tijela pročišćena iz staničnih lizata tretirali smo s natrijevim dodecilsulfatom. Korištena otopina sadrži sve relevantne antigene lokalizirane u vanjskoj membrani elementarnih tijela. Vanjska membrana je sastavljena od lipopolisaharida (LPS) i brojnih proteina (outer membrane proteins/proteini vanjske membrane, OMPs). Glavni udio čini MOMP antigen (major outer membrane protein/glavni protein vanjske membrane).

Linearnost: Linearnost analize smo ispitali analiziranjem serijskih razrjeđenja uzorka pacijenata s visokom koncentracijom protutijela. Anti-Chlamydia pneumoniae ELISA (IgG) analiza je linearna u mjernom rasponu od 9 - 95 RU/ml.

Granica detekcije: Donja granica detekcije smo definirali kao vrijednost u uzorku bez analita plus trostruka standardna devijacija i ona je najmanji titar protutijela koji je moguće odrediti. Donja granica detekcije Anti-Chlamydia pneumoniae ELISA (IgG) analize je 0,6 RU/ml.

Križna reaktivnost: Tri podvrste Chlamydije: C. trachomatis, C. psittaci i C. pneumoniae vrlo su slične. Iz tog razloga, protutijela usmjerena protiv C. trachomatis i C. psittaci gotovo uvijek pokazuju križnu reaktivnost s LPS kao i s MOMP antigenom C. pneumoniae. Zbog toga nije moguće provesti isključivo određivanje za vrstu specifičnih protutijela usmjerenih protiv C. pneumoniae, s trenutno raspoloživim sustavom određivanja. Nisu utvrđene križne reakcije s drugim protutijelima.

Interferencije: Nisu utvrđene interferencije s hemolitičnim i ikteričnim uzorcima za koncentracije do 10 mg/ml za hemoglobin te 0.4 mg/ml za bilirubin. Prisutnost triglicerida u uzorku može utjecati na određivanje. Zbog toga ne preporučujemo korištenje lipemičnih seruma.

Reproducibilnost: Reproducibilnost analize utvrđena je određivanjem koeficijenata varijacije (CV) unutar analize i između analiza, upotrebom 3 seruma. CV-i unutar analize zasnivaju se na 20 određivanja, a CV-i između analiza na 4 određivanja provedena u 6 različitih ciklusa određivanja.

Tablica 5 - varijacije unutar i između analiza
	Varijacija unutar analize, n = 20
	
	Varijacija između analiza, n = 4 x 6

	Serum
	Srednja vrijednost

(RU/ml)
	VK

(%)
	
	Serum
	Srednja vrijednost

(RU/ml)
	VK

(%)

	1
	60
	3.4
	
	1
	60
	2.9

	2
	67
	2.3
	
	2
	67
	3.1

	3
	127
	2.9
	
	3
	130
	3.4


Referentni raspon: Razine anti-Chlamydia pneumoniae protutijela (IgG) analizirane su pomoću ove EUROIMMUN Anti-Chlamydia pneumoniae ELISA (IgG) analize u panelu od 500 zdravih davatelja krvi. Uz „cut-off” vrijednost od 20 RU/ml, 73.9% davatelja krvi je bilo anti-Chlamydia pneumoniae pozitivno (IgG).
6.5 Određivanje DNA Helicobacter pylori iz stijenke aorte i stijenke aneurizme abdominalne aorte
Uzorci za ispitivanje prisutnosti DNA H. pylori su dijelovi stijenke aorte i stijenke aneurizme abdominalne aorte. Uzorci navedenih dijelova aorte su inače biološki otpad. Svi uzorci su uzeti u sali u sterilnim uvjetima. Dijelove plaka pohranili smo u Tris-EDTA pufer i dostavili smo u mikrobiološki laboratorij odmah po završetku operacije.

6.5.1 Ekstrakcija DNA iz uzoraka
Uzorci su prije ekstrakcije DNA bili pohranjeni u tekućem dušiku ili na -80 stupnjeva C. Za postupak ekstrakcije primijenjena su dva postupka.

1. postupak se sastojao od lize stijenke keramičkim kuglicama (Sigma Aldrich, Njemačka) provedena na aparatu MagNALyser (Roche, Mannheim, Njemačka) nakon čega je uslijedio postupak ekstrakcije u kolonama sa silikagelom231.

2. postupak - komadić uzorka veličine, odnosno težine 25-50 mikrograma inokuliran je u 200 mikrolitara pufera za liziranje tkiva, kojemu je dodano 40 mikrolitara rekonstruirane proteinkinaze K u prisutnosti kaotropne soli (gvanin-HCL) koji promptno inhibira nukleaze231.

Nakon inkubacije od 1 sat na 55 °C daljnji postupak se nastavlja na isti način za oba protokola: dodaje se 200 µl pufera za vezivanje (gvanidijev hidroklorid i Triton X-100) i inkubira kroz 10 minuta na 70 °C . Nakon toga se uzorku dodaje 100 µl izopropranola i dobro se promiješa. Suspenzija se pipetira u kolone sa silikagelom koje su smještene u sterilne epruvete volumena 1,5ml. Stanične nukleinske kiseline (NK) se selektivno vežu na staklena vlakna koja se nalaze u kolonama za izolaciju. Nakon dodavanja izopropilnog alkohola i nekoliko ciklusa ispiranja i centrifugiranja DNA je vezana za silikatno dno kolone, pročišćena od staničnog detritusa, štetnih i potencijalno inhibitornih supstanca, a u zadnjoj fazi dodan je elucijski pufer s niskim udjelom soli i oslobađa DNA iz staklenih vlakana. Kao konačni produkt reakcije ekstrakcije dobivena je DNA koja se nalazi otopljena u elucijskom puferu. Ekstrakt predstavlja početnu reakcijsku smjesu uzorka koji se testira PCR reakcijom. Ova relativno jednostavna, a standardizirana reakcija eliminira metode izolacije DNA u kojima su korišteni organska otapala i precipitacija, s tim da se reakcija provede u roku 2 sata. Kvaliteta dobivenog uzorka procjenjuje se količinom DNA dobivene ekstrakcijom, koja se u ovom slučaju izolacije iz tkiva procjenjuje na 5-10 µg.

6.6 PCR metoda – Real-time PCR za detekciju DNA C. pneumoniae
PCR je izveden uz upotrebu reagencija LightMix Kit Chlamydophila pneumoniae proizvođača TIB Molbiol-a GmbH, Berlin, Njemačka.

Instrument za amplifikaciju koji je korišten je LightCycler 2.0 instrument, Roche, Mainheim, Njemačka.

6.6.1 Uvod u test
LightMix omogućuje brzu, jednostavnu i točnu dijagnozu i način da se kvantificira broj kopija ciljane DNA u ekstraktu DNA iz uzorka. Kontrola reakcije amplifikacijske reakcije se prati amplifikacijom fragmenta DNA koji nije povezan s uzročnikom, a naziva se interna kontrola (IC).
6.6.2 Opis testa
Fragment C. pneumoniae duljine 140 parova baza (pb) umnožen je uz prisutnost specifičnih početnica. Rezultirajući PCR fragment je analiziran hibridizirajućim probama označenim LightCycler Red 640 (koja se detektira na kanalu 640). Identifikacija PCR produkta je potvrđena analizom krivulje taljenja sa specifičnom točkom (temperaturom) taljenja -Tm na 67 º C na kanalu 640 LightCycler 2.0 instrumenta.

PCR reakcija je praćena dodatnim PCR produktom veličine 278 pb, koji je prisutan u funkciji interne kontrole koja ne interferira s reakcijom specifičnom za C. pneumoniae. Amplifikacija IC neće biti uspješna u slučaju da je veliki broj C. pneumoniae pozitivnih izolata s velikim brojem kopija (1 000 i više) dok će signal biti pozitivan kod negativnih i uzoraka s niskom koncentracijom. Hibridizacijske probe su obilježene LightCycler Red 690 (koja se prati na kanalu 705). IC je pakirana odvojeno da bi se korisnik odlučio, u ovisnosti o zahtjevima, o korištenju ili ne, IC. 

Zapis o kompenzaciji emisijskih spektara je generiran je u TIB Molbiol-ovom LIghtMix kir . Uz ostale reagencije, u kitu su prisutni i standardi različitih, linearno poredanih koncentracija od 101 do 106 pomoću kojih je moguće odrediti točnu koncentraciju ciljane DNA u uzorku.

Prije početka reakcije, potrebno je pripremiti reagencije. U svakoj tubici iz kita (sa zelenom kapicom) nalazi se količina primera i proba potrebna za 16 reakcija. Bočice s drugom bojom čepa (bijelom) sadrže početnice i probe za 16 reakcija IC.

U svaku epruvetu potrebno je dodati 66 μl PCR vode i pomiješati s liofilizatom koji se tubici nalazi, dobro homogenizirati.

Za svaku PCR reakciju potrebno je 4 μl izolirane DNA. Ukupni volumen reagencija za PCR reakciju je 20 μl. Standardni red se priprema na način da se u svaku od priloženih reakcijskih tuba doda 40 μl vode za PCR - koristi se 5 μl po uzorku. Važno je napomenuti da otopina standarda nije dugoročno stabilna te je se osjetljivost gubi nakon prolongirane pohrane. Stoga je za kvantifikaciju važno koristiti samo svježe pripremljene standarde. 

Za pripremu reakcijske smjese koristi se, osim početnica i proba i kit s deoksinukleotid fosfatima, puferom i enzimom (Taq polimerazom) - (LightCycler FastStart DNA Mater plus HybProbe-Roche, Mannheim, Njemačka).
U svakoj LightCycler reakcijskoj kapilari od 20 μl inokulirano je 1, 8 μl vode za PCR, 3,2 μl Mg otopine, 4,0 μl reakcijske smjese- koja sadrži primere i probe, pripremljene, 4,0 IC mix, 2,0 μl Roche Master mix-a. Ukupni volumen gore navedenih sastojaka je 15, 0 μl, a svakom uzorku se dodaje 5 μl ekstrahirane DNA.

Program po kojem se izvodi rekcija amplifikacije i detekcije signala je sljedeći:

Denaturacija na 95 ºC kroz 10 minuta, 50 ciklusa: 95 ºC, 62 ºC, 72 ºC, proces formiranja krivulja taljenja, i hlađenje na 40 ºC.
[image: image3.emf]
Slika 4 - Prikaz programa za izvođenje PCR reakcije
Analiza podataka provodi se uključivanjem tipa analize kojim kvantificiramo DNA (absolute quantification) ili samo registriramo pozitivitet (qualitative method).

Nakon formiranja standardne krivulje, iz dobivene jačine intenziteta fluorescencije, softver aparata proglasi uzorke pozitivnim ili negativnim i svaku reakciju ocijeni uspješnom ili ne, ovisno u amplifikaciji IC.

[image: image4.emf]
Slika 5 - Prikaz tipičnih krivulja amplifikacije za Real-time PCR za C. pneumoniae
6.6.3 PCR za detekciju PCR H. pylori 
Ekstrakt DNA dobiven procesuiranjem uzoraka stijenke aneurizme abdominalne aorte i zdrave stijenke aorte predstavlja početnu reakcijsku smjesu uzoraka koji se testira PCR reakcijom. 

Početnice koje su korištene u lančanim reakcijama polimeraze (PCR):
HPU1: (5,GCCAATGGTAAATTAGTT3,) 

HPU2: (5,CTCCTTAATTGTTTTTAC3,)
6.6.3.1 Uvjeti PCR reakcije
Reakcija amplifikacije sastoje se od inicijalne denaturacije ciljane DNA na 95 °C kroz 5 minuta nakon kojih slijedi 35 konsekutivnih ciklusa kako slijedi. Denaturacija na 94 °C kroz 1 minutu, nalijeganje primera na 45 °C kroz 1 minutu, 1 minutu na 72 °C da bi se omogućila potpuna ekstenzija produkta. Očekivani amplificirani produkt je veličine 411 bp i predstavlja sekvencu gena ureaze A (početnice HP1 i HP3).

Tri početnice su korištene u PCR reakciji kojoj su uvjeti u termalnom cycleru sljedeći: inicijalna denaturacija - 10 min na 95 °C. Slijede 30 ciklusa kojima se izmjenjuju temperature denaturacije, nalijeganja od 62 °C rezultiraju amplifikacijom 109 parova baza. Kao početni uzorak u drugoj PCR reakciji s početnicama (HP1 i HP2) korišten je produkt amplifikacija iz prve PCR reakcije, a rezultat je fragment veličine 109 parova baza.

Sekvence primera izražene su redoslijedom od 5, do 3,:
HP1(CTG GAG AGA CTA AGCCCT CC,pozicija 834-853)

HP2(ATTACT GAC GCT GAT TGT GC,pozicija 744-763)

HP3(AGGATG AAG GTT TAA GGA TT,pozicija 407-426)

Ovim postupkom se povećava osjetljivost PCR reakcije i omogućava vizualizacija produkta amplifikacije manjeg broja specifičnih DNA sekvenci iz uzorka. Za kontrolu uspješnosti izolacije DNA korištena je metoda PCR amplifikacije beta-globulinski gen BGLO1 (5,ACACAATGTGCACTAGC3,) i BGLO2 (5,CAACTTCATCCACGTTCACC3) koji su umnažanjem davali produkt veličine 110 bp. Aparat korišten za PCR reakcije je Applied Biosystems 9700 termalni cycler s 96 mjesta.

Produkti amplifikacije razdvojeni su elektroforezom u gelu prema veličini molekula, a u usporedbi s pozitivnom kontrolom i molekularnim markerom veličine od 50-1500 baznih parova. Električna struja napona 100 V je primijenjena za elektroforezu u agaroznom gelu koji je pripremljen kao 1,5%. Pufer za pripremu elektroforetskog gela i u koji je uronjen gel je Tris Acetat EDTA(TAE), 1x. Bojenje produkata amplifikacije je provedeno primjenom etidij-bromida, a vizualizacija i dokumentiranje rezultata provedeni su na kameri UVIdoc HD2XD s LCD231.

7 OČEKIVANI ZNANSTVENI DOPRINOS RADA

Ovim istraživanjem želi se:

1. utvrditi incidencija kronične infekcije bakterijama H. pylori i C. pneumoniae u bolesnika s aneurizmom abdominalne aorte

2. utvrditi prisutnost i odrediti pojedine tipove čimbenika virulencije bakterije H. pylori i C. pneumoniae kod bolesnika s aneurizmom abdominalne aorte

3. odrediti učestalost čimbenika rizika za aneurizmatsku bolest aorte i serološki pozitivitet nalaza na protutijela bakterija H. pylori i C. pneumoniae u bolesnika s aneurizmom abdominalne aorte

4. pokušati utvrditi prisutnost bakterija C. pneumoniae i H. pylori u stijenci aneurizme abdominalne aorte

5. pokušati razumjeti i pojasniti utjecaj kronične infekcije bakterijama H. pylori i C. pneumoniae u bolesnika s aneurizmom abdominalne aortne
8 STATISTIČKE METODE
Podaci su prikazani kao brojevi, odnosno postoci, a analizirani su uporabom χ2-testa. P vrijednosti manje ili jednake 0,05 smatrane su statistički signifikantnima. Analiza podataka i izrada tablica obavljeni su uporabom programa GraphPad Prism for Windows, verzija 5233,234.
9 REZULTATI

U grupi ispitanika u ukupnom broju od 40, muškaraca je bilo 36 i 4 žene. Omjer ispitanika prema spolu odgovara očekivanoj distribuciji muškaraca i žena s obzirom da je u populaciji kod koje se provodi operativno liječenje aneurizme, a i inače, AAA značajno češće prisutna kod muškaraca.

U kontrolnoj skupini, ispitanika muškog spola je bilo 32, a ženskog 9, kao što je i očekivano, jer je broj operiranih bolesnika muškog spola značajno i višestruko veći zbog poznatih rizičnih faktora kod muškaraca kao i zaštitnih hormonskih faktora kod žena.

Prosječna dob muškaraca u ispitivanoj skupini iznosila je 69.80 godina, a u kontrolnoj skupini 66.50, što također odgovara očekivanoj kronološkoj distribuciji, gdje je prosječna dob kod koje se pristupa operaciji srčane prijemosnice (kontrolirana skupina), ipak nešto niža nego dob kod koje se pristupa korekciji aneurizme abdominalne aorte.

Kod ispitanica, kojih je bilo 4, prosječne dob je iznosila 69.75 godina, a kod kontrolne skupine, prosječna životna dob iznosi 72.2 godine. Zaključujemo da, iako se radi o malom broju, da je kod pacijentica od kojih su prikupljeni uzorci AAA u nešto ranijoj dobi pristupano operativnom zahvatu u odnosu na operaciju srčane prijemosnice, što je nalaz koji je upravo suprotan nalazu kod ispitanika muškog spola.

Cjelokupni pregled osobina ispitanika prikazan je u tablici 6.

Tablica 6 - prema godinama i spolu
	Skupina
	Spol
	Broj
	Prosječna dob

	Ispitanici
	M
	36
	69.80

	
	Ž
	4
	69.75

	Kontrolna skupina
	M
	32
	66.50

	
	Ž
	9
	72.20


Za razvoj AAA poznati su sljedeći faktori rizika: hiperlipidemija, šećerna bolest, hipertenzija i pušenje. 

Hiperlipidemija (stanje kad su vrijednosti ukupnog kolesterola u plazmi veće od 5 mmol/L i LDL kolesterola veće od 3 mmol/L), kao jedan od najčešće navedenih faktora rizika za AAA. U ispitivanoj skupini (AAA) zabilježena je kod 28 (77.78%) muškaraca i kod 2 žene, (50.00%). U odnosu na ove nalaze, možemo zaključiti da je ključna uloga u razvoju aneurizme, barem kod naših ispitanika, pripadala hiperlipidemiji.
U kontrolnoj skupini, čiji uzorak nepromijenjenog dijela aortne stijenke je analiziran, rezultati su sljedeći: 18 (56.25%) pacijenata muškog spola imalo je verificiranu hiperlipidemiju, a 6 (66.67%) ženskih pacijenata. Vidljivo je da je u skupini pacijenata operiranih zbog suženja koronarnih arterija manji broj pacijenata imao hiperlipidemiju (56.25%) nego u ispitivanoj skupini s AAA (77.78%). Postoci kod pripadnica ženskog spola, iako se radi o malom broju, govore suprotno, 50.00% ispitanica s AAA je imalo hiperlipidemiju, a 66.67% operiranih sa suženjem koronarnih arterija.
U sljedećim tablicama je prikazana distribucija prisutnosti hiperlipidemije prema spolu i pripadnosti različitim ispitivanim skupinama.

Tablica 7 - hiperlipidemija u ispitanika prema spolu
	Skupina
	Spol
	Broj
	Hiperlipidemija

	Ispitanici
	M
	36
	28 (77.78%)

	
	Ž
	4
	2 (50.00%)

	Kontrolna skupina
	M
	32
	18 (56.25%)

	
	Ž
	9
	6 (66.67%)


Šećerna bolest, bilo u obliku dijabetesa tipa I ili, češće II, također je definirana kao doprinos mikroangiopatiji koja se očituje i na nivou krvnih žila, koje opskrbljuju aortu, pa tako i u patogenezi AAA, a i na nivou koronarnih arterija te ima svoju ulogu u generaliziranoj aterosklerozi.

Šećerna bolest je bila prisutna kao popratna dijagnoza u 14 (38.89%) pacijenata muškog spola operiranih od AAA, a u nešto manjem postotku, (31.25%) u pacijenata podvrgnutih operaciji srčane prijemosnice.

Kod pripadnica ženskog spola, šećerna bolest je bila prisutna kod jedne ispitanice podvrgnute operaciji AAA (25%), a kod 4 (44.44%) pacijentice iz kontrolne skupine.

Prisutnost šećerne bolesti prikazana je u sljedećoj tablici, broj 8.

Tablica 8 - šećerna bolest u ispitanika prema spolu
	Skupina
	Spol
	Broj
	Šećerna bolest

	Ispitanici
	M
	36
	14 (38.89%)

	
	Ž
	4
	1 (25.00%)

	Kontrolna skupina
	M
	32
	10 (31.25%)

	
	Ž
	9
	4 (44.44%)


Hipertenzija, kao popratna dijagnoza, i kao rizični čimbenik, zabilježena je kod 20 (55.56%) ispitanika iz skupine s AAA, a kod 21 (65.63%) pripadnika kontrolne skupine. Prethodno navedeni podaci odnose se na ispitanike muškog spola. Za pacijentice, kod operiranih od AAA, hipertenzija je prisutna u 3 od 4 (75.00%), dakle u većini, a kod kontrolne skupine, u 5 od 9 (55.56%) također više od polovice pripadnica kontrolne skupine.

Podaci o hipertenziji i distribucija prema spolu je prikazana u tablici 9.

Tablica 9 - hipertenzija u ispitanika prema spolu
	Skupina
	Spol
	Broj
	Hipertenzija

	Ispitanici
	M
	36
	20 (55.56%)

	
	Ž
	4
	3 (75.00%)

	Kontrolna skupina
	M
	32
	21 (65.63%)

	
	Ž
	9
	5 (55.56%)


Pušenje, koje se navodi kao faktor koji doprinosi aterosklerozi, ali i rizični faktor u razvoju AAA analizirano je kod muških i ženskih ispitanika i pripadnika kontrolne skupine.

Velike većina muških pacijenata koji su imali AAA i podvrgnuti operaciji bili su pušači, 31 od 36 (96.88%), a također i pacijenti iz kontrolne skupine, u većini su bili pušači: 27 od 32 (84.38%) što dobro korelira s očekivanjima u odabranoj populaciji.

Kod pacijentica, u 2 od 4 (50%) s AAA je zabilježeno pušenje, a u 8 od 9 (88.89%) pacijentica podvrgnutih operaciji ugradnje srčane prijemosnice.

Rezultati upitnika koji se odnose na pušenje prikazani su u tablici 10.

Tablica 10 - pušenje u ispitanika prema spolu
	Skupina
	Spol
	Broj
	Pušenje

	Ispitanici
	M
	36
	31 (96.88%)

	
	Ž
	4
	2 (50.00%)

	Kontrolna skupina
	M
	32
	27 (84.38%)

	
	Ž
	9
	8 (88.89%)


U tablici 11 su sumarno prikazani rezultati PCR i seroloških pretraga kao i osnovni demografski podaci pacijenata koji su podvrgnuti operativnoj korekciji AAA.

U skupini ispitanika, njih 37 odnosno 92,50% je imalo prisutna protutijela IgG na Chlamydophila pneumoniae, dakle bili su IgG pozitivni metodom ELISA što govori o izloženosti velikog postotka pacijenata infekciji navedenom bakterijom u nekom trenutku života, dakle memoriji u obliku protutijela koja označava imunološki odgovor na C. pneumoniae infekciju. 
Chlamydophila pneumoniae (PCR) je u kontrolnoj skupini bila pozitivna u 5 slučajeva (12.20%), a u grupi ispitanika 0 (0.0%). Ukupno je kod 5 bolesnika metodom Real-time PCR detektirana DNA Chlamydophiliju pneumoniae. Negativnih nalaza u grupi ispitanika bilo je 40 (100%). Sveukupno negativnih bilo je u 76 ispitanika. Razina signifikantnosti je P=0.0690.

Detekcijom protutijela na Helicobacter pylori (IgG) broj pozitivnih iznosio je u grupi ispitanika 31 (77.50%), a negativnih u grupi ispitanika je bilo 9 (22.50%). 
Također u zbroju obje ispitivane skupine, ciljanu i kontrolnu, ukupno je bilo 59 pozitivnih ispitanika. Ukupno je, zbrajajući obje ispitivane skupine negativnih nalaza bilo 22. 
Razina signifikantnosti je P=0.2550. 

U testiranju protutijela na specifične antigene H. pylori korištena je metoda Western blot, a metodom su obuhvaćeni sljedeći antigeni, odnosno protutijela na iste: CagA, p120, protein povezan s citotoksinom A, visokospecifičan za H. pylori, VacA, p 95, vakuolizirajući citotoksin, visokospecifičan, p 75, nespecifičan, flagelarni protein omotača, FSH, p67, nespecifičan, moguća ukrižna reaktivnost s drugim bakterijama, UeB, p 66, podjedinica uraze, moguća ukrižna reaktivnost s drugim bakterijama koje posjeduju ureazu, HSP homolog, p57, homolog proteina temperaturnog šoka, nespecifičan, flagelin, p54, nespecifičan, p 50, nespecifičan, p41, nespecifičan, p 33, vjerojatno specifičan, OMP, p 30, protein vanjske membrane, specifičan za vrstu, UreA, p 29, podjedinica ureaze, laki lanac, visokospecifična, p 26, visokospecifičan, PMP, p 19 protein vanjske membrane specifičan za vrstu, p 17, vjerojatno specifičan.

Rezultat WB metode je okarakteriziran kao pozitivan u slučaju da su pozitivna barem 2 distinktivna antigena CagA ili VacA, p 33, p 30, p 29, p 26, p 19 i p 17, a rezultat je graničan ukoliko je pozitivan jedan značajan antigen iz prethodno navedene skupine, a ili dva „slaba“ antigena koji nisu navedeni u prethodnom tumačenju, a dio su testnog panela.

Negativnima su proglašeni rezultati testa koji ne ulaze u kategoriju „ pozitivan“ ili „graničan“. 

U ispitivanoj skupini pacijenata podvrgnutoj operativnoj korekciji AAA broj Helicobacter pylori (Western blot) pozitivnih, a u grupi ispitanika je iznosio 32 (80%). Ukupan broj WB pozitivnih u obje skupine iznosio je 61. Negativnih metodom Western blot detekcije protutijela na H. pylori je bilo u skupini ispitanika 8 (20%). Sve skupa negativnih je bilo 20. Razina signifikantnosti je P=0.2460.
Cytotoxin associated antigen (CagA) pozitivnih je bilo u kontrolnoj skupini 25 bolesnika (60.98%), a u skupni ispitanika 28 bolesnika (70.00%). Sve skupa pozitivnih na CagA je bilo 53. Negativnih je u kontrolnoj skupini bilo 16 (39.02%), a u grupi ispitanika 12 (30.00%). Sve skupa je negativnih bilo 28. Razina signifikantnosti je bila P=0.5351.

Vakuolizirajući citotoksin (VacA) je bilo pozitivnih u kontrolnoj skupini 23 (56.10%), a u grupi ispitanika 23 (57.50%). Ukupno je bilo pozitivno 46 bolesnika. Negativnih je bilo u kontrolnoj skupini 18 (43.90%), a u grupi ispitanika 17 (42.50%). Sve skupa je bilo 35 negativnih bolesnika. Razina signifikantnosti je P = 0.9228.
Flagelarni protein p67 je u grupi ispitanika bio pozitivan kod 24 (60.00%) pacijenata. Ukupan broj p67 –pozitivnih je bio 50. S negativnim rezultatom u grupi ispitanika bilo je 16 (40.00%) pacijenata. Ukupno je negativnih bilo 31. Razina signifikantnosti je P=0.9303.

Flagelin p54 je bio negativan u grupi ispitanika kod 16 (40.00%) pacijenata. Ukupno negativnih je bilo 34. Pozitivnih je bilo u grupi ispitanika 24 (60.00%)a ukupno je pozitivnih bilo 47. Razina signifikantnosti je P=0.8961.
Protein p19 iz vanjske membrane (OMP p19) je bio negativan u grupi ispitanika u 11 (27.50%) pacijenata, ukupno je negativnih bilo 27. Broj pozitivnih pacijenata u grupi ispitanika iznosio je 29 (72.50%). Ukupno je bilo pozitivnih 54. Razina signifikantnosti je P=0.3874.

Metodom PCR , DNA Helicobacter pylori je dokazana u 2 uzorka u grupi ispitanika (5%). Genetski materijal, odnosno prisutnost H. pylori nije uspješno dokazana u 38 (95.00%) uzoraka iz grupe ispitanika. Ukupno je negativnih nalaza bilo 79. Pozitivnih je bilo u u grupi ispitanika 2, koji ujedno predstavljaju i ukupno pozitivne rezultate. Razina signifikantnosti je P=0.081.
	Br.
	Spol
	Godina rođenja
	Chlamydia IgG
	Chl. PCR
	Helicobacter IgG
	WB
	CagA
	VacA
	flagelarni protein p 67
	HSP, p57
	flagelin, p 54
	OMP, p 19
	UreA, p 29
	HP PCR

	1.
	M
	1930.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	2.
	M
	1948.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg

	3.
	M
	1938.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	4.
	M
	1943.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	5.
	M
	1946.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg

	6.
	M
	1942.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg

	7.
	M
	1940.
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	8.
	M
	1937.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	9.
	M
	1935.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg
	neg

	10.
	M
	1946.
	poz
	neg
	poz
	neg
	neg
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg

	11.
	Ž
	1942.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz

	12.
	M
	1938.
	poz
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	13.
	M
	1945.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg

	14.
	M
	1949.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	15.
	M
	1941.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	16.
	M
	1929.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	neg

	17.
	M
	1941.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz

	18.
	M
	1932.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	19.
	M
	1942.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	20.
	M
	1936.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg

	21.
	Ž
	1934.
	poz
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	22.
	M
	1954.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	23.
	M
	1951.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	24.
	Ž
	1930.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	25.
	M
	1936.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	26.
	M
	1941.
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	27.
	M
	1939.
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg

	28.
	M
	1940.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg

	29.
	M
	1948.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	30.
	M
	1954.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	31.
	M
	1929.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	32.
	M
	1950.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	33.
	M
	1945.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	34.
	M
	1958.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	35.
	M
	1935.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	36.
	M
	1938.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg

	37.
	M
	1930.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	38.
	M
	1935.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg

	39.
	M
	1940.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	40.
	Ž
	1959.
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg


Tablica 11 – skupina ispitanika
U tablici 12 su sumarno prikazani rezultati PCR i seroloških pretraga kao i osnovni demografski podaci pacijenata koji su predstavljali kontrolnu skupinu, a čiji uzorak za PCR dijagnostiku je predstavljao dio stijenke intaktne aorte, a pacijenti su podvrgnuti operaciji ugradnje srčane prijemosnice.

U kontrolnoj skupini, IgG pozitivnih na Chlamydophila pneumoniae je bilo 34, odnosno 82,93%, što govori o izloženosti velikog postotka pacijenata infekciji navedenom bakterijom u nekom trenutku života, dakle memoriji u obliku protutijela koja označava imunološki odgovor na C. pneumoniae infekciju. 
Nema statistički značajne razlike u prisutnosti protutijela na C. pneumoniae u ispitivanoj i kontrolnoj skupini.
Chlamydophila pneumoniae je metodom Real-time PCR u kontrolnoj skupini bila pozitivna u 5 slučajeva (12.20%). Sveukupno negativnih bilo je u 76 ispitanika u boje skupine. Razina signifikantnosti je P=0.0690. Negativnih nalaza u kontrolnoj skupini bilo je 36 (87.80%),

Detekcijom protutijela na Helicobacter pylori (IgG) broj pozitivnih ispitanika iznosio je kontrolnoj skupini 28 (68.29%), a negativnih je u kontrolnoj skupini bilo 13 (31.71%),
Također u zbroju obje ispitivane skupine, ciljanu i kontrolnu, ukupno je bilo 59 pozitivnih ispitanika. Ukupno je, zbrajajući obje ispitivane skupine negativnih nalaza bilo 22. 
Razina signifikantnosti je P=0.2550. 
U testiranju protutijela na specifične antigene H. pylori korištena je metoda Western blot, a metodom su obuhvaćeni sljedeći antigeni, odnosno protutijela na iste: CagA, p120, protein povezan s citotoksinom A, visokospecifičan za H. pylori, VacA, p 95, vakuolizirajući citotoksin, visokospecifičan, p 75, nespecifičan, flagelarni protein omotača, FSH, p67, nespecifičan, moguća ukrižna reaktivnost s drugim bakterijama, UeB, p 66, podjedinica uraze, moguća ukrižna reaktivnost s drugim bakterijama koje posjeduju ureazu, HSP homolog, p57, homolog proteina temperaturnog šoka, nespecifičan, flagelin, p54, nespecifičan, p 50, nespecifičan, p41, nespecifičan, p 33, vjerojatno specifičan, OMP, p 30, protein vanjske membrane, specifičan za vrstu, UreA, p 29, podjedinica ureaze, laki lanac, visokospecifična, p 26, visokospecifičan, PMP, p 19 protein vanjske membrane specifičan za vrstu, p 17, vjerojatno specifičan.
Rezultat WB metode je okarakteriziran kao pozitivan u slučaju da su pozitivna barem 2 distinktivna antigena CagA ili VacA, p 33, p 30, p 29, p 26, p 19 i p 17, a rezultat je graničan ukoliko je pozitivan jedan značajan antigen iz prethodno navedene skupine, a ili dva „slaba“ antigena koji nisu navedeni u prethodnom tumačenju, a dio su testnog panela. Negativnima su proglašeni rezultati testa koji ne ulaze u kategoriju „ pozitivan“ ili „graničan“. 

Metodom Western blot, broj pozitivnih nalaza na Helicobacter pylori u kontrolnoj skupini iznosio je 29 bolesnika (70.73). Ukupan broj pozitivnih bio je 61. Negativnih je bilo u kontrolnoj skupini 12 (29.27%), ukupan broj negativnih je bio 20. Razina signifikantnosti je P=0.2460.
Cytotoxin associated antigen (CagA) pozitivnih je bilo u kontrolnoj skupini 25 bolesnika (60.98%), a u skupni ispitanika 28 bolesnika (70.00%). Ukupan broj pozitivnih na CagA je bio 53. Dakle, CagA je kao faktor virulencije prisutan u većine pacijenta koji imaju zabilježenu izloženost H. pylori infekciji. Negativnih je u kontrolnoj skupini bilo 16 (39.02%), a u grupi ispitanika 12 (30.00%). Sve skupa je negativnih bilo 28. Razina signifikantnosti je bila P=0.5351.

Vakuolizirajući citotoksin (VacA) je bilo pozitivnih u kontrolnoj skupini 23 (56.10%), a u grupi ispitanika 23 (57.50%). VacA je također zastupljen u velikoj većini WB-pozitivnih ispitanika i pripadnika kontrolne skupine. Ukupno je bilo VacA pozitivno 46 bolesnika. Negativnih je bilo u kontrolnoj skupini 18 (43.90%), a u grupi ispitanika 17 (42.50%). Sve skupa je bilo 35 negativnih bolesnika. Razina signifikantnosti je P = 0.9228.
Flagelarni protein p67 je u kontrolnoj skupini bio pozitivan kod 26 (63.41%) ispitanika, Ukupan broj p67 –pozitivnih je bio 50. Negativnih je bilo u kontrolnoj skupini 15 (36.59%), a ukupan broj negativnih iznosio je 31. Razina signifikantnosti je P=0.9303.
Flagelin p54 je bio negativan u kontrolnoj skupini u 18 (43.90%), a ukupno negativnih je bilo 34. Pozitivnih je bilo u kontrolnoj skupni 23 (56.10%), ukupno je pozitivnih bilo 47. Razina signifikantnosti je P=0.8961.
Protein p19 iz vanjske membrane (OMP p19) je bio negativan u kontrolnoj skupini u 16 (39.02%), ukupno je bilo negativnih 27. Pozitivan je bio u kontrolnoj skupini u 25 (60.98%), ukupno je bilo pozitivnih 54. Razina signifikantnosti je P=0.3874.

Helicobacter pylori (PCR) je bilo negativnih u kontrolnoj skupini 41 (100%), a ukupno je negativnih bilo 79. Pozitivnih je bilo u kontrolnoj skupini 0 (0.00%), ukupno pozitivnih je bilo 2. Razina signifikantnosti je P=0.081.
Tablica 12 - kontrolna skupina
	Br.
	Spol
	Godina rođenja
	Chlamydia IgG
	Chl. PCR
	Helicobacter IgG
	WB
	CagA
	VacA
	flagelarni protein p 67
	HSP, p57
	flagelin, p 54
	OMP, p 19
	Helicobacter PCR

	1.
	Ž
	1933.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	neg
	poz
	neg

	2.
	Ž
	1933.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg

	3.
	Ž
	1936.
	poz
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg

	4.
	M
	1940.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	5.
	M
	1938.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	6.
	Ž
	1936.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg

	7.
	M
	1947.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg

	8.
	M
	1946.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	9.
	M
	1947.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg

	10.
	M
	1959.
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	11.
	Ž
	1935.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	12.
	M
	1929.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	13.
	M
	1943.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	neg
	neg

	14.
	M
	1950.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg

	15.
	M
	1958.
	poz
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg

	16.
	M
	1943.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	17.
	M
	1937.
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	18.
	M
	1952.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	19.
	M
	1943.
	poz
	neg
	neg
	poz
	neg
	poz
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg

	20.
	M
	1936.
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg

	21.
	Ž
	1950.
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg

	22.
	M
	1943.
	neg
	poz
	neg
	poz
	neg
	poz
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg

	23.
	M
	1938.
	poz
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg

	24.
	M
	1940.
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg

	25.
	M
	1942.
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	26.
	M
	1950.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	27.
	M
	1943.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	28.
	Ž
	1940.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	29.
	M
	1940.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	30.
	M
	1943.
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg
	neg
	neg

	31.
	M
	1936.
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	neg

	32.
	M
	1942.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	33.
	M
	1940.
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	poz
	neg

	34.
	M
	1943.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	35.
	M
	1943.
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	36.
	Ž
	1943.
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg
	neg
	poz
	poz
	neg
	neg
	neg

	37.
	M
	1943.
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	neg

	38.
	M
	1957.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	39.
	Ž
	1943.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg
	poz
	poz
	poz
	neg

	40.
	M
	1940.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg

	41.
	M
	1940.
	neg
	neg
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	poz
	neg


9.1 Pojedinačni prikaz dobivenih rezultata 
9.1.1 Chlamydophila pneumoniae (IgG)
Tablica 13 - Usporedni prikaz rezultata za C. pneumoniae (IgG)
	Skupina
	
	Chlamydophila pneumoniae

(IgG pozitivni)
	Chlamydophila pneumoniae

(IgG negativni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	34
	7
	41

	
	%
	82,93%
	17,07%
	

	Ispitanici
	N
	37
	3
	40

	
	%
	92,50%
	7,50%
	

	Ukupno
	
	71
	10
	81


Tablica 14 - Statistička analiza za C. pneumoniae (IgG)
	Chi-square 
	0,944

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,3312


Chlamydophila pneumoniae (IgG) je u grupi ispitanika bila pozitivna kod 37 (92.5%), a u kontrolnoj skupini kod 34 (82.93%). Ukupno je pozitivnih bilo 71. Chlamydophila pneumoniae (IgG) je bila negativna u 3 (7.5%) bolesnika u grupi ispitanika, a u kontrolnoj skupini kod 7 (17.07%). Ukupno je bilo u 10 bolesnika negativnih nalaza. Razina signifikantnosti P = 0,3312
9.1.2 Chlamydophila pneumoniae (PCR)
Tablica 15 - Usporedni prikaz rezultata za C. pneumoniae (PCR)
	Skupina
	
	Chlamydophila pneumoniae

(PCR negativni)
	Chlamydophila pneumoniae

(PCR pozitivni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	36
	5
	41

	
	%
	87,80%
	12,20%
	

	ispitanici
	N
	40
	0
	40

	
	%
	100,00%
	0,00%
	

	Ukupno
	
	76
	5
	81


Tablica 16 - Statistička analiza za C. pneumoniae (PCR)
	Chi-square 
	3,307

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,0690


Chlamydophila pneumoniae (PCR) je u kontrolnoj skupini bila pozitivna u 5 slučajeva (12.20%), a u grupi ispitanika 0 (0.0%). Sve skupa 5 bolesnika je bilo pozitivno na Chlamydophiliju pneumoniae (PCR). Negativnih nalaza u kontrolnoj skupini bilo je 36 (87.80%), a u grupi ispitanika 40 (100%). Sveukupno negativnih bilo je u 76 ispitanika. Razina signifikantnosti je P=0.0690.

9.1.3 Helicobacter pylori (IgG)
Tablica 17 - Usporedni prikaz rezultata za H. pylori (IgG)
	Skupina
	
	Helicobacter pylori

(IgG pozitivni)
	Helicobacter pylori

(IgG negativni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	28
	13
	41

	
	%
	68,29%
	31,71%
	

	ispitanici
	N
	31
	9
	40

	
	%
	77,50%
	22,50%
	

	Ukupno
	
	59
	22
	81


Tablica 18 - Statistička analiza za H. pylori (IgG)
	Chi-square 
	2,733

	DF 
	2

	Razina signifikantnosti
	P = 0,2550


Helicobacter pylori (IgG) je bilo pozitivnih u kontrolnoj skupini 28 (68.29%), a u grupi ispitanika 31 (77.50%). Sve skupa je bilo 59 pozitivnih ispitanika. Negativnih je u kontrolnoj skupini bilo 13 (31.71%), a u grupi ispitanika 9 (22.50%). Sve skupa je negativnih bilo 22. Razina signifikantnosti je P=0.2550. 

9.1.4 Helicobacter pylori (Western blot)
Tablica 19 - Usporedni prikaz rezultata za H. pylori (Western blot)
	Skupina
	
	Helicobacter pylori

(Western blot pozitivni)
	Helicobacter pylori

(Western blot negativni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	29
	12
	41

	
	%
	70,73%
	29,27%
	

	ispitanici
	N
	32
	8
	40

	
	%
	80,00%
	20,00%
	

	Ukupno
	
	61
	20
	81


Tablica 20 - Statistička analiza za H. pylori (Western blot)
	Chi-square 
	2,805

	DF 
	2

	Razina signifikantnosti
	P = 0,2460


Helicobacter pylori (Western blot) je bilo pozitivnih u kontrolnoj skupini 29 bolesnika (70.73%), a u grupi ispitanika 32 (80%). Sve skupa je pozitivnih bilo 61. Negativnih je bilo u kontrolnoj skupini 12 (29.27%), a kod ispitanika 8 (20%). Sve skupa negativnih je bilo 20. Razina signifikantnosti je P=0.2460.

9.1.5 Cytotoxin associated antigen (CagA)
Tablica 21 - Usporedni prikaz rezultata za Cytotoxin associated antigen
	Skupina
	
	Cytotoxin associated antigen
(pozitivni)
	Cytotoxin associated antigen

(negativni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	25
	16
	41

	
	%
	60,98%
	39,02%
	

	ispitanici
	N
	28
	12
	40

	
	%
	70,00%
	30,00%
	

	Ukupno
	
	53
	28
	81


Tablica 22 - Statistička analiza za Cytotoxin associated antigen
	Chi-square 
	0,385

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,5351


Cytotoxin associated antigen (CagA) pozitivnih je bilo u kontrolnoj skupini 25 bolesnika (60.98%), a u skupni ispitanika 28 bolesnika (70.00%). Sve skupa pozitivnih na CagA je bilo 53. Negativnih je u kontrolnoj skupini bilo 16 (39.02%), a u grupi ispitanika 12 (30.00%). Sve skupa je negativnih bilo 28. Razina signifikantnosti je bila P=0.5351.

9.1.6 Vakuolizirajući citotoksin
Tablica 23 - Usporedni prikaz rezultata za vakuolizirajući citotoksin
	Skupina
	
	Vakuolizirajući citotoksin
(pozitivni)
	Vakuolizirajući citotoksin

(negativni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	23
	18
	41

	
	%
	56,10%
	43,90%
	

	ispitanici
	N
	23
	17
	40

	
	%
	57,50%
	42,50%
	

	Ukupno
	
	46
	35
	81


Tablica 24 - Statistička analiza za vakuolizirajući citotoksin
	Chi-square 
	0,009

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,9228


Vakuolizirajući citotoksin (VacA) je bilo pozitivnih u kontrolnoj skupini 23 (56.10%), a u grupi ispitanika 23 (57.50%). Ukupno je bilo pozitivno 46 bolesnika. Negativnih je bilo u kontrolnoj skupini 18 (43.90%), a u grupi ispitanika 17 (42.50%). Sve skupa je bilo 35 negativnih bolesnika. Razina signifikantnosti je P = 0.9228.
9.1.7 Flagelarni protein p67
Tablica 25 - Usporedni prikaz rezultata za flagelarni protein p67
	Skupina
	
	Flagelarni protein p67
(negativni)
	Flagelarni protein p67
(pozitivni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	15
	26
	41

	
	%
	36,59%
	63,41%
	

	ispitanici
	N
	16
	24
	40

	
	%
	40,00%
	60,00%
	

	Ukupno
	
	31
	50
	81


  

Tablica 26 - Statistička analiza za flagelarni protein p67
	Chi-square 
	0,008

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,9303


Flagelarni protein p67 je u grupi ispitanika bio pozitivan kod 24 (60.00%), a u kontrolnoj skupini 26 (63.41%). Sve skupa pozitivnih je bilo 50. Negativnih je bilo u kontrolnoj skupini 15 (36.59%), a u grupi ispitanika 16 (40.00%). Ukupno je negativno bilo 31. Razina signifikantnosti je P=0.9303.

9.1.8 Heat shock protein p57
Tablica 27 - Usporedni prikaz rezultata za Heat shock protein p57
	Skupina
	
	Heat shock protein p57
(pozitivni)
	Heat shock protein p57

(negativni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	27
	14
	41

	
	%
	65,85%
	34,15%
	

	ispitanici
	N
	29
	11
	40

	
	%
	72,50%
	27,50%
	

	Ukupno
	
	56
	25
	81


Tablica 28 - Statistička analiza za Heat shock protein p57
	Chi-square 
	0,166

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,6841


Heat shock protein p57 je bio pozitivan u kontrolnoj skupini u 27 (65.85%), a u grupi ispitanika 29 (72.50%). Ukupno je pozitivnih bio 56. Negativnih je u kontrolnoj skupini bilo 14 (34.15%), a u grupi ispitanika 11 (27.50%). Ukupno je negativnih bilo 25. Razina signifikantnosti je P=0.6841.
9.1.9 Flagelin p54
Tablica 29 - Usporedni prikaz rezultata za Flagelin p54
	Skupina
	
	Flagelin p54
(negativni)
	Flagelin p54

(pozitivni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	18
	23
	41

	
	%
	43,90%
	56,10%
	

	ispitanici
	N
	16
	24
	40

	
	%
	40,00%
	60,00%
	

	Ukupno
	
	34
	47
	81


Tablica 30 -  Statistička analiza za Flagelin p54
	Chi-square 
	0,017

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,8961


Flagelin p54 je bio negativan u kontrolnoj skupini u 18 (43.90%), a u grupi ispitanika 16 (40.00%). Ukupno negativnih je bilo 34. Pozitivnih je bilo u kontrolnoj skupni 23 (56.10%), a u grupi ispitanika 24 (60.00%). Ukupno je pozitivnih bilo 47. Razina signifikantnosti je P=0.8961.
9.1.10 Protein p19 iz vanjske membrane
Tablica 31 - Usporedni prikaz rezultata za protein p19 iz vanjske membrane
	Skupina
	
	Protein p19 iz vanjske membrane
(pozitivni)
	Protein p19 iz vanjske membrane (negativni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	25
	16
	41

	
	%
	60,98%
	39,02%
	

	ispitanici
	N
	29
	11
	40

	
	%
	72,50%
	27,50%
	

	Ukupno
	
	54
	27
	81


Tablica 32 - Statistička analiza za protein p19 iz vanjske membrane
	Chi-square 
	0,747

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,3874


Protein p19 iz vanjske membrane (OMP p19) je bio negativan u kontrolnoj skupini u 16 (39.02%), a u grupi ispitanika u 11 (27.50%). Ukupno je bilo negativnih 27. Pozitivan je bio u kontrolnoj skupini u 25 (60.98%), a u grupi ispitanika 29 (72.50%). Ukupno je bilo pozitivnih 54. Razina signifikantnosti je P=0.3874.

9.1.11 Helicobacter pylori (PCR)
Tablica 33 - Usporedni prikaz rezultata za H. pylori (PCR)
	Skupina
	
	Helicobacter pylori

(PCR negativni)
	Helicobacter pylori

(PCR pozitivni)
	Ukupno

	Kontrola
	N
	41
	0
	41

	
	%
	100,00%
	0,00%
	

	ispitanici
	N
	38
	2
	40

	
	%
	95,00%
	5,00%
	

	Ukupno
	
	79
	2
	81


Tablica 34 - Statistička analiza za H. pylori (PCR)
	Chi-square 
	0,538

	DF 
	1

	Razina signifikantnosti
	P = 0,081


Helicobacter pylori (PCR) je bilo negativnih u kontrolnoj skupini 41 (100%), a u grupi ispitanika 38 (95.00%). Ukupno je negativnih bilo 79. Pozitivnih je bilo u kontrolnoj skupini 0 (0.00%), a u grupi ispitanika 2 (5%). Ukupno pozitivnih je bilo 2. Razina signifikantnosti je P=0.081.
10 RASPRAVA

U svim stadijima aterosklerotske i aneurizmatske bolesti aorte upalni mehanizmi igraju važnu ulogu u svim stadijima procesa187,189,190,191. Brojne provedene studije upućuju na zaključak da su neki infektivni uzročnici u razvoju ove bolesti kandidati za poticanje tog upalnog mehanizma. Neki od njih koji se najčešće spominju su: Chlamydophila pneumoniae, Helicobacter pylori, Mycoplasma pneumoniae, Herpes simplex virus, Eppstein-Barr virus i Cytomegalo virus. C. pneumoniae i H. pylori su neki od patogena pronađeni u stijenci aneurizme aorte i aterosklerotskom plaku i smatraju se jednim od uzročnika koji sudjeluju u pretpostavci tzv. infektivnog opterećenja. U ovom istraživanju pokušali smo povezati vezu između infekcije C. pneumoniae i H. pylori i nastanka i rasta aneurizme abdominalne aorte.

U skupini bolesnika su utvrđeni rizični čimbenici ateroskleroze kod kojih je postavljena indikacija za operaciju aneurizme abdominalne aorte kao i indikacija (kontrolna skupina) za revaskularizaciju miokarda.

Također je pored ovih rizičnih faktora utvrđena i seroprevalencija H. pylori i C. pneumoniae infekcije te su ispitani čimbenici virulencije na ove dvije bakterije te se vidi koje su od njih najzastupljenije u skupinama (ispitanici i kontrolna skupina).

U stijenci aneurizme abdominalne aorte i stijenci uzlazne aorte (kod kontrolne skupine) u određenom broju uzoraka je identificiran dio genoma DNA bakterija H. pylori i C. pneumoniae čime smo pokušali dokazati direktnu prisutnost ovih bakterija u stijenci aorte (kontrolna skupina) i u stijenci aneurizme abdominalne aorte.

Na samom početku kod ispitanika smo uočili da je najzastupljeniji čimbenik rizika ateroskleroze arterijska hipertenzija (60.79%), pušenje (83.95%), hiperlipidemija (66.67%) i šećerna bolest (35.80%).

Infekcija se s pojedinim patogenima smatra uz ove klasične čimbenike rizika jednim od uzroka ateroskleroze i stvaranja aneurizmatskih promjena na abdominalnoj aorti.

U nastanku i širenju aneurizme abdominalne aorte Chlamydophila pneumoniae je prema nekim autorima igrala značajnu ulogu, a noviji rezultati pokazuju da C. pneumoniae ne mogu dovesti u direktnu vezu s nastankom i rastom aneurizme abdominalne aorte. U našem istraživanju smo analizirali u kontrolnoj skupini i u grupi ispitanika C. pneumoniae IgG te je nađeno da je u grupi ispitanika bio pozitivan nalaz kod 37 (92.50%), a u kontrolnoj skupini kod 34 (82.83%) uz razinu signifikantnosti P=0.3712. Karlsson 2011. s grupom autora nije našao korelaciju u svojoj studiji između aneurizmatske bolesti abdominalne aorte i kontrolne skupine s nivoom antitijela C. pneumoniae IgG165. Također Karlsson 2009. u svojoj studiji pokazuje da nema efekta eradikacija C. pneumoniae azitromicinom s nastankom i rastom aneurizme abdominalne aorte167. Mazur i suradnici su 2004. u svom istraživanju došli do zaključka da se određivanje serologije C. pneumoniae IgG može uzeti kao korisna informacija za predviđanje rupture aneurizme abdominalne aorte173. Schillinger 2002. u svojoj studiji pokazuje da povećani nivo IgG C. pneumoniae može ukazivati na nespecifičnu imunopatogenezu C. pneumoniae232. Lindholt 2001. u svojoj studiji pokazuje da veliki postotak muškaraca ima znakove infekcije s C. pneumoniae te stoga nastanak i rast aneurizme abdominalne aorte je pozitivno korelirao s prisutnošću C. pneumoniae IgG188.

Detekcija Chlamydophila pneumoniae PCR metodom iz stijenke aneurizme aorte kod ispitanika i stijenke uzlazne aorte u kontrolnoj skupini u našoj studiji je pokazala da se C. pneumoniae PCR metodom našla u stijenci aorte u kontrolnoj skupini u 5 slučajeva, a da nije nađena u stijenci aneurizme abdominalne aorte. U literaturi Cheuk 2005. uzimajući u obzir visoku specifičnost i osjetljivost PCR metode potvrđuje vezu između C. pneumoniae i rasta, razvoja i rupture aneurizme abdominalne aorte174. Karlsson 2000. zaključuje da je C. pneumoniae često prisutna u aneurizmi abdominalne aorte i da se može naći u živoj formi i povezuje patogenezu aneurizme abdominalne aorte s C. pneumoniae187. U našoj grupi ispitanika s aneurizmom abdominalne aorte C. pneumoniae nije nađena, a u kontrolnoj skupini je nađena kod 5 ispitanika što se može povezati s uznapredovalom bolesti koronarnih arterija, a veza između ateroskleroze i C. pneumoniae u mnogim radovima je dokumentirana.

Metoda Real-time PCR je vrlo osjetljiva te se može detektirati i samo jedna kopija DNA!

Rezultati seroloških pretraga u grupi ispitanika i u kontrolnoj skupini ELISA testom za Helicobacter pylori IgG: u kontrolnoj skupini 28 bolesnika (68.29%) su bili pozitivni, a kod grupe ispitanika 31 (77.50%) su bili pozitivni. U literaturi Ziver 2010. i suradnici su u svojoj studiji pokušali povezati Helicobacter pylori s aterosklerozom i razvojem aneurizme156. Cilj im je bio da se detektiraju virulencijski faktori H. pylori i da se ukaže na eventualnu etiopatogenetsku vezu između AAA i H. pylori IgG. U svojoj studiji su imali 58 bolesnika s AAA i 38 bolesnika s aneurizmom uzlazne aorte i 57 zdravih ispitanika kao kontrolna skupina. Istraživali su H. pylori IgG putem ELISA testa te nisu naši razliku između bolesnika s AAA i zdrave kontrolne skupine.

Analizom Helicobacter pylori (Western blot) serološkom metodom je pokazano da je u kontrolnoj skupini pozitivno 29 bolesnika (70.73%), a u grupi ispitanika 32 (80%). Ova serološka metoda omogućila nam je identifikaciju čimbenika virulencije za svakog pozitivnog bolesnika. Prema rezultatima Babuš V. i sur. testiranja su pokazala seroprevalenciju na H. pylori u Hrvatskoj populaciji u 60.4% slučajeva76. Danas se zna do postoje različiti sojevi bakterije Helicobacter pylori ovisno o prisutnosti čimbenika virulencije. Kao naročito virulentni pokazali su se oni sojevi koji imaju CagA antigen. Pokazalo je da CagA pozitivni sojevi Helicobacter pylori manifestiraju teže oblike bolesti kako one želučane tako i van želučane i takvi sojevi H. pylori daju jači sistemski imuni odgovor i izazivaju jaču upalnu reakciju te mogu pridonijeti nastanku ateroskleroze. Ziver 2010. je u svojoj studiji uspoređivao faktore virulencije H. pylori Western blot metodom156. Ispitanici su bili podijeljeni u tri grupe: bolesnici s aneurizmom abdominalne aorte, bolesnici s aneurizmom uzlazne aorte i zdravi ispitanici kontrolne skupine. Statističkom obradom nađena je značajna razlika između aneurizme abdominalne aorte i aneurizme uzlazne aorte za VacA virulentne sojeve H. pylori te je nađena značajna razlika između aneurizme uzlazne aorte i kontrolne skupine za CagA virulentne sojeve Helicobacter pylori. H. pylori VacA ima važniju ulogu od CagA prilikom razvoja aneurizmatske bolesti u ovoj studiji, pogotovo kod rupturiranih bolesnika.

Cytotoxin associated antigen (CagA): analizirajući našu studiju kod ispitanika i kontrole skupine našli smo da je u kontrolnoj skupini 25 ili 60.98% bilo pozitivnih, a u grupi ispitanika 28 (70.00%). U literaturi Nyberg 2008. u svojoj studiji pokušava uspostaviti vezu između virulentnih sojeva CagA H. pylori i nastanka i rasta aneurizme abdominalne aorte i rupture aneurizme abdominalne aorte157,158. U toj istoj studiji se navodi povećani rizik ateroskleroze i koronarne bolesti kod bolesnika koji imaju CagA pozitivne sojeve H. pylori. Nisu uspjeli razjasniti relevantnost CagA pozitivnih sojeva uključenih u procese nastanka i rasta aneurizme abdominalne aorte i rupture aneurizme abdominalne aorte.

Vakuolizirajući citotoksin (VacA) je bio pozitivan u našoj studiji u kontrolnoj skupini kod 23 bolesnika (56.10%), a u grupi ispitanika u 23 (57%). Ziver 2010. u svojoj studiji pokazuje da su VacA pozitivni sojevi Helicobacter pylori značajno prisutniji kod rupturirane aneurizme abdominalne aorte i u podgrupama nerupturiranih aneurizmi abdominalne aorte te kod bolesnika s aneurizmom uzlazne aorte156. Oni su zaključili da VacA protein (gen) može biti razlogom razvoja aneurizme aorte i aterosklerotske bolesti arterije.

Flagelarni protein p67 je bio izoliran u grupi ispitanika kod 24 (60.00%), a u kontrolnoj skupini u 26 (63.41%). On spada u prvu kategoriju prema uputi proizvođača u skupinu antigena koji su nedefinirani i moguća je unakrsna reaktivnost s drugim bakterijama. 

Heat shock protein p57 je antigen iz prve kategorije koji je također nedefiniran i moguća je unakrsna reaktivnost s drugim bakterijama. U našoj studiji je bio pozitivan u kontrolnoj skupini u 27 (65.85%) slučajeva, a u grupi ispitanika u 29 (72.50%) slučajeva.

Flagelin p54 je bio pozitivan u kontrolnoj skupini kod 23 (56.10%) bolesnika, a u grupi ispitanika kod 24 (60%) bolesnika.

Protein p19 iz vanjske membrane (OMP p19) je specifični antigen za bakteriju H. pylori te je u našoj studiji u kontrolnoj skupini nađen u 25 bolesnika (60.98%), a u grupi ispitanika kod 29 (72.50%) bolesnika.

Western blot je serološka metoda kojom se utvrđuje prisutnost antigena klase IgG H. pylori, specifične i nespecifične antigene – čimbenike virulencije bakterije H. pylori. Prema uputi proizvođača 16 antigena (proteina) bakterije H. pylori podijeljena su u tri kategorije prema specifičnosti za bakteriju:

1. kategorija: antigeni koji su nedefinirani i moguća je unakrsna reaktivnost s drugim bakterijama

2. kategorija: antigen p66 (teška podjedinica enzima ureaze - UreB)
3. kategorija: specifični antigeni za bakteriju H. pylori
 Za infekciju bakterijom H. pylori nalaz se smatrao pozitivnim u slučaju kada su minimalno dva rezultata prisutnosti antitijela na proteine iz kategorije 3 pozitivni. Negativan nalaz je definiran je odsustvom antitijela na sve proteine.

Helicobacter pylori (PCR) je u grupi ispitanika nađen u 2 (5%) slučajeva, a u kontrolnoj skupni nije nađen. Falkensammer 2007. u svojoj studiji na 30 bolesnika i 15 u kontrolnoj skupini PCR metodom tražio je DNA u tkivu stijenke aneurizme abdominalne aorte na C. pneumoniae, C. trachomatis, C. psittaci, Humani citomegalovirus i H. pylori159. Ovom metodom nisu nađeni u stijenci aneurizme aorte navedeni patogeni.

Rezultati ove studije uklapaju se u ukupna saznanja o utjecaju infekcije H. pylori i C. pneumoniae na nastanak i rast aneurizmatske bolesti abdominalne aorte, ali isto tako nije nam jasan mehanizam djelovanja H. pylori i C. pneumoniae na nastanak i rast aneurizme abdominalne aorte. Nepoznanica je također da li navedeni patogeni pospješuju nastanak i rast aneurizme abdominalne aorte.

Jedan od predloženih mehanizama je pojačani imunološki odgovor organizma. Proteini toplinskog šoka predstavljaju skupinu 24 proteina i izrazito nalikuju u strukturnim sekvencama između različitih vrsta od bakterija do čovjeka. Na površini H. pylori pokazuje ekspresiju 62 kd hsp koji se s ljudskim hsp 60 podudara u 75% sekvenci. Pod utjecajem stresa, hipertenzije, infekcije, pušenja dolazi do povećane endogene ekspresije. Izloženost proučavanim patogenima (C. pneumoniae i H. pylori) može inducirati imunološki odgovor na bakterijski hsp. Ovo može inicirati moguću imunološku reakciju ili upalu te za posljedicu imati početak stvaranje aneurizme abdominalne aorte.

Između izraženih gena H. pylori i razvoja aneurizme abdominalne aorte moguća je mimikrija potičući imunološki odgovor. Za definiranje preciznijeg mehanizma djelovanja H. pylori i C. pneumoniae bit će potrebno učiniti veće, dobro planirane prospektivne "case-control" studije. C. pneumoniae i H. pylori infekcije su stanja koja je moguće medikamentozno liječiti čak i djelovati preventivno te ukoliko se razjasni uloga ovih patogena u procesu nastanka i rasta aneurizme abdominalne aorte tada će globalni interes omogućiti da se provedu opsežna istraživanja radi jasnih saznanja i liječenja aneurizmatske bolesti aorte.

11 ZAKLJUČCI

U bolesnika s aneurizmom abdominalne aorte u kojih postoji indikacija za kirurškim liječenjem postoji značajno povišena seroprevalencija infekcije bakterijom H. pylori u odnosu na opću, odraslu populaciju u Hrvatskoj. Nema statistički značajne razlike u seroprevalenciji H. pylori između ispitivane (bolesnika koji su podvrgnuti operaciji aortne aneurizme) i kontrolne skupine (pacijenti podvrgnuti operaciji ugrađivanja koronarnih prijemosnica). 
H. pylori i u ispitivanoj grupi bolesnika kao i u kontrolnoj skupini spadaju u visoko virulentne sojeve.

Seroprevalencija C. pneumoniae IgG u ispitivanoj skupini je bila 92.50%, a u kontrolnoj 82.93%, što također ne pokazuje statistički značajnu razliku.
DNA bakterije H. pylori je nađena kod 5% ispitanika, a DNA bakterije C. pneumoniae je nađena u kontrolnoj skupini u 12.20% bolesnika.

Značajno povišene vrijednosti antitijela na bakterije H. pylori i C. pneumoniae, visok postotak virulentnih H. pylori sojeva i nalaz DNA bakterije H. pylori u samoj stijenci aneurizme abdominalne aorte govore u prilog da infekcija s H. pylori i C. pneumoniae igra određenu ulogu u patogenezi nastanka i rasta aneurizme abdominalne aorte. 
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